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Au cours de travaux antérieurs [4] sur les colicines, groupe 
cantibiotiques produits par certaines souches d’entérobactéria- 
eées [2], nous avons montré que les souches d’Escherichia coli 
sont souvent sensibles 4 un nombre plus ou moins élevé de ces 
différentes colicines et que leur sensibilité est déterminée par la 
présence de récepteurs spécifiques de chacune des colicines aux- 
quelles une souche est sensible. Ces récepteurs sont. des carac- 
iéres héréditaires susceptibles de disparaitre par mutation, indé- 
pendamment les uns des autres. Par une série de mutations 
successives, on peut transformer une souche  prim:tivement 
sensible a toutes les colicines en une souche totalement résis- 
tante [3]. Ces récepteurs sont comparables aux récepteurs déter- 
minant la sensibilité aux bactériophages. I] semble méme que, 
dans certains cas, colicines et bactériophages peuvent agir sur 
un récepteur commun, car nous avons observé une résisiance 
croisée spécifique A certaines col:cines et a des bactériophages 
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déterminés [4]. Comme la présence de ces récepteurs d’antibiose 
parait dépendre de facteurs héréditaires spécifiques, nous allons 
tudier leur comportement au cours des phénoménes de recom- 
binaison génétique décrits chez E. coli par Lederberg et Tatum [5, 


6.7.81. 


MATERIEL ET METHODES. 


Nous avons utilisé la technique sélective d’isolement de recoin- 
binants décrite par Lederberg [8] et les 2 souches 58161 et 
W.1177 que nous devons a Vobligeance de cet auteur. Ces 
2 souches sont des mutants déficients dérivés de la souche-mére 
Ii. coli K.12 par mutations successives sous l’effet des rayons 
ultra-violets [9]. La souche 58161 a été obtenue en deux étapes 
et est auxotrophique pour biotine et méthionine. La souche 
W. 1177, obtenue en plusieurs étapes, est auxotrophique pour 
thréonine, leucine et thiamine ; elle a, de plus, été « marquée » 
par les 8 caractéres suivants qui la distinguent de la souche 
58161: non-fermentation de lactose, maltose, mannitol, xylose, 
galactose et arabinose, résistance au bactériophage T.1 et a la 
streptomycine. Ces 2 souches, ensemencées isolément sur un 
milieu synthétique simple, sont incapables de s’y développer 
puisque l’une requiert la présence de biotine et méthionine et 
autre celle de thréonine, leucine et thiamine. Par contre, si on 
étale sur ce milieu un mélange des 2 souches, on voit appa- 
raitre quelques colonies prototrophes, c’est-a-dire qui ne sont 
déficientes pour aucun des facteurs de croissance considérés. [1] 
s’agil de recombinants qui ont hérité de 58161 Vindépendance 
pour thréonine, leucine et thiamine et de W. 1177 l’indépendance 
pour biotine et méthionine. La recombinaison génétique est 
confirmée par étude des 8 autres caractéres qui « marquent » 
la souche W. 1177 par rapport a la souche 58161. On retrouve, 
er. effet, toutes les combinaisons possibles (2* = 256) lorsqu’on 
les recherche sur un nombre suffisant de ces colonies proto- 
trophes. Pour obtenir les recombinants a |’état pur, il est néces- 
saire de réisoler ces colonies prototrophes trois fois de suite sur 
milieu synthétique afin d’éliminer toute trace de croissance 
parentale. 

Les souches 58161 et W.1177 se prétent parfaitement aux 
recherches sur la recombinaison des facteurs héréditaires déter- 
minant la sensibilité aux colicines. Comme la souche K. 12 dont 
elles dérivent, elles sont en effet sensibles & toutes les colicines 
que nous avons identifiées, sauf que W. 1177, marquée par résis- 
tance au phage T.1, n’est pas sensible a la.colicine C, ce qui 
confirme la résistance croisée entre phage T.1 et colicine C pré- 
cédemment démontrée [40]. La sensibilité ou la résistance aux 
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colicines a été recherchée suivant la technique antérieurement 
décrite. Celle-ci consiste 4 ensemencer par piqdre sur une boite 
deau peptone gélosée les souches types productrices des diffé- 
rentes colicines étudiées, a stériliser par des vapeurs de chloro- 
forme les cultures qui se sont développées aprés quarante-huit 
heures d’incubation 4 37°, puis a ensemencer en nappe sur toute 
lu surface de la gélose la souche dont on recherche la sensibilité. 
On constate le lendemain la présence ou l’absence de zone 
(inhibition autour des cultures des souches productrices des 
différentes colicines. Dans certains cas, la résistance a une coli- 
cine n’est pas toujours complete et il persiste une zone d’inhi- 
bition plus ou moins étendue. Pour ne pas compliquer l’exposé 
des résultats, nous considérerons que la sensibilité est négative 
dans tous les cas ot la zone d’inhibition est absente ou nettement 
moins étendue que normalement. 

Nous avons tout d’abord vérifié que les recombinants issus d’un 
mélange de 58161 et W.1177 conservent la sensibilité aux coli- 
cines caractéristique des deux souches-méres (sauf qu’ils sont 
irréguliers pour la colicine C puisque, comme nous l’avons dit, 
W. 1177 résiste a cette colicine). 

Afin d’étudier le comportement des récepteurs d’antibiose dans 
les phénoménes de recombinaison, nous avons alors « marqué » 
une ou l’autre souche parente par résistance aux colicines. La 
souche WR. 79 a été obtenue en deux étapes, en dérivant de 
W. 1177 un premier mutant résistant a la colicine E, puis, de ce 
premier mutant, un deuxiéme mutant résistant aux colicines E 
el K. La souche WR. 84 a été dérivée de la méme maniére a 
partir de 58161 par acquisition successive de la résistance aux 
colicines V et B. ‘La souche WR. 198, enfin, a été obtenue en 
plusieurs étapes a partir de 58161 par résistance successive aux 
colicines V, B, D, E, G, I, K et Sl. La souche WR. 79, issue 
de W. 1177, est done auxotrophique pour thréonine, leucine et 
thiamine (ce que nous désignerons par TL—) ; outre sa résistance 
aux colicines E et K (E —, K—), elle ne fermente pas le lactose 
(Lac —-) et est résistante au bactériophage T.1 (T. 1—) et a 'a 
streptomycine (Str —). Les souches WR. 84 et WR. 198, issues 
de 58161, sont done auxotrophiques pour méthionine et biotine 
(BM —), elles fermentent le lactose (Lac+) et sont sensibles au 
bactériophage T.1 (T.1+) et a la streptomycine (Str+). 

Nous avons étudié 50 recombinants issus du croisement de 
W.1177, sensible aux colicines V, B, D, E, G, I, K et S1, avec 
WR. 198, résistant 4 ces colicines, et 50 recombinants issus du 
croisement de WR. 79, sensible aux colicines V et B et résistant 
aux colicines E et K, avec WR. 84, résistant aux colicines V 
et B et sensible aux colicines E et K. Nous pouvons schématiser 
ces deux croisements de la maniére suivante : 
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Croisement I : 


BM + TL—V+B4+D+E+G6+14+K+ SI + Lac—Tl— Str— (W. 1177) 
x 


bu —TL+ V—B—D—E—G—I—K—Sl—Lac + Tl + Str + (WR. 198) 


Croisement I] : 
BM +TL—V+B+E—K-—Lac—TI—Str— (WR. 719) 
x . 
BM—TL+V—B—E+K+4Lac+Tl+Str+ (WR. 8&4) 


RESULTATS EXPERIMENTAUX ET DISCUSSION. 


Le tableau I indique les différents types de recombinaison des 
sensibilités aux colicines et le nombre de recombinants de chaque 
type observés parmi 50 colonies prototrophes issues du croise- 
ment de W. 1177, sensible aux colicines V, B, D, E, G, I, K et 
S1, avec WR. 198, résistant 4 ces mémes colicines (croisement I). 
On voit que les sensibilités 4 chacune des 8 colicines considérées 
sont des caractéres héréditaires distincts qui se recombinent indé- 
pendamment les uns des autres puisque, parmi les 50 recomb:- 
nants étudiés, nous retrouvons 18 des 256 combinaisons possibles. 
Le type le plus fréquent a une sensibilité identique a celle de 
la souche parente W. 1177. I s’agit cependant bien de recom- 
binants car, contrairement 4 W.1177, ils se développent sur 
milieu synthétique et ne sont donc déficients pour aucun facteur 
de croissance. De plus, ils présentent, comme d’ailleurs aussi les 
autres types de recombinants, plusieurs combinaisons différentes 
des autres caractéres qui « marquent » la souche W. 1177 par 
rapport & l’autre souche parente (non-fermentation du lactose et 
résistance a la streptomycine et au bactériophage 1. 1). 

Le croisement II (tableau II) fait intervenir 2 souches parentes 
marquées chacune par résistance a 2 colicines distinctes. Comme 
dans le croisement I, on observe de nombreux types de recom- 
b:naison des sensibilités & ces 4 colicines (12 des 16 types pos- 
sibles), Encore une fois, si l’on considére les autres caractéres 
(non-fermentation du lactose, résistance 4 la streptomycine et au 
bactériophage T.1) qui « marquent » la souche parente WR. 79 
par rapport a WR.84, le nombre de types de recombinants 
augmente considérablement. 

L’examen de la fréquence des différents types issus de ces 
2 croisements et particuliérement du croisement I, ot il y a 
“55 combinaisons possibles, montre immédiatement qu’il ne s’agit 
pas dune distribution en série de Poisson. L'apparition des 
différents types n’est donc pas un simple effet du hasard. La 
fréquence anormale de cerlains types a été également observée 
par Lederberg [8] en ce qui concerne les propriétés biechimiques 
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Tableau II.- Types et nombre de recombinants issus 


du Croisement ITI, 
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et la sensibilité au phage T. 1. Elle ne peut s’expliquer, d’aprés 
lui, que de deux maniéres : @ par une propriété particuliére de 
certains alléles déterminant la dominance ou la ségrégation préfé- 
rentielle, ou b) par un lien entre les alleles qui provoque alors 
cette fréquence anormale pour des raisons purement mécaniques. 
Lederberg conclut a alternative b et exclut l’alternative a du fait 
que l’inversion des caractéres qui marquent une des souches 
parentes, inverse aussi la fréquence des types de recombinants. 
En effet, si chez les recombinants la fréquence de certains carac- 
teres était due a une propriété particuliére des alléles qui les 
déterminent, le fait que l’alléle correspondant soit porté par le 
parent BM+ ou par le parent TL+ n’aurait pas d’importance, 
ce qui, expérimentalement, n’est pas le cas. Par exemple, si on 
croise le parent BM+TL—, sensible au phage T. 1, avec l’autre 
parent BM—TL+, résistant au phage T.1, on observe, parmi 
les recombinants, beaucoup plus de résistants que de sensibles 
au phage T. 1; si, au contraire, le parent BM+TL— est résis- 
lant au phage T. 1 et le parent BM—TL+ sensible, on observe 
vlors, parmi les recombinants, beaucoup plus de sensibles que 
de résistants. L’alléle T. 1 est done lié aux alléles TL puisque 
les recombinants (qui sont nécessairement TL+ étant donné la 
technique sélective employée) héritent le plus souvent de |’alléle 
T. 1 caractérisant le parent TL+. Lederberg conclut donc que 
les différents alléles sont hés entre eux et montre que la fréquence 
des différents types de recombinants s’explique parfaitement, tout 
au moins en ce qui concerne certains caractéres, si on admet 
que les alleles correspondants sont disposés linéairement le long 
d'un chromosome. Suivant cette hypothése, les types de recom- 
bimants résulteraient de l’échange d’un segment plus ou moins 
long aux points de croisement des 2 chromosomes parents. Pour 
des raisons purement mécaniques, il est évident que les types 
résultant d’un chevauchement en un seul point seront plus fré- 
quents que ceux résultant d’un chevauchement en plusieurs points. 
Les résultats que nous avons obtenus dans les deux croisements 
éludiés sont en accord avec la théorie proposée par Lederberg. 
Voyons tout d’abord l’inversion des caractéres portés par les 
deux parents. Dans le croisement I, c’est le parent BM+TL— 
qui est sensible aux colicines E et K tandis que dans le croise- 
ment II, cest le parent BM—TL+ qui est sensible aA ces 
2 colicines. Les nombres de recombinants sensibles ou résistants 
a ces 2 colicines sont respectivement : 
ole eer 
I. BM+K+E+4TL— xX BM—K—E—TL+. 34 49 23 27 
HW. BM+ K—E—TL— X BM—K+E+4TL+. 28 25 38 42 


Le fait que les alléles déterminant la sensibilité aux colicines E 
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et K soient portés par l'un ou l’autre parent détermine done la 
fréquence de sensibilité ou de résistance 4 ces colicines chez les 
recombinants qui doivent nécessairement hériter le BM+ d’un 
des parents et le TL+ de l’autre. L’alléle K, qu’il soit + ou —, 
accompagne le plus souvent les alléles BM, tandis que l’alléle E 
accompagne le plus souvent les alléles TL. En effet, dans le 
croisement I ot le parent BM+ est K+ et le parent TL+ est 
EK —, les recombinants K+ et E— sont les plus fréquents, tandis 
que l’inverse se produit dans le croisement II ot le parent BM + 
est K — et le parent TL+ est E+. 

La fréquence des types de recombinants que nous avons 
observés dans les deux croisements étudiés peut s’expliquer, 
comme dans les expériences de Lederberg, par une disposition 
linéaire, tout au moins en ce qui concerne certains alléles. Nous 
ne considérerons évidemment que les caracléres qui interviennent 
a la fois dans les deux croisements, c’est-a-dire la sensibilité aux 
colicines V, B, E et K ainsi que la sensibilité 4 la streptomycine 
et au bactériophage T.1 et la fermentation du lactose, que nous 
n’avions pas encore envisagées jusqu’a présent. 

Pour voir sil existe un hen entre les alléles déterminant ces 
différents caractéres, nous avons recherché la fréquence avec 
laquelle chacun de ces caractéres se retrouve associé a chacun 
des autres chez les recombinants, en présentant une combinaison 
identique a celle d’un des parents. Par exemple, pour rechercher 
Vassociation de B a K, nous comptons tous les recombinants 
B+K+ et B—K— si Vun des parents est B+K+ et l’autre 
B—K—, ou, tous les recombinants B—K-+ et B+K— si lun 
des parents est B—K+ et l’autre B+K—. Ces résultats sont 
consignés dans le tableau III qui montre la fréquence d’asso- 
ciation de chaque caractére a chacun des autres. Nous y avons 
indiqué, pour chacune des paires de caractéres dont l'un figure 
en abscisse et ]’autre en ordonnée, le nombre de recombinants 
du croisement I (chiffre supérieur) et le nombre de recombinants 
du croisement II (chiffre inférieur), qui présentent ces deux carac- 
teres dans une combinaison identique a celle d’un des parents ; 
comme nous avons ¢étudié 50 recombinants de chacun des deux 
croisements, la somme de ces deux chiffres représente le pour- 
centage. 

Ce tableau III montre qu’il existe un lien entre certains carac- 
téres puisque leur association est trés fréquente chez les recom- 
binants, quels que soient les types parentaux intervenant dans 
le croisement. On constate, de plus, que la fréquence d’association 
de deux caractéres entre eux est en relation avec leur fréquence 
d’association aux autres caractéres. En effet, nous avons classé 
les canactéres étudiés dans l’ordre de fréquence décroissante de 
leur association 4 BM (premiére colonne verticale du tableau) et 
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on voit immédiatement que cette progression décroissante se 
retrouve pour toutes les colonnes verticales de haut en bas et 
pour toutes les colonnes horizontales de droite a gauche, sauf 
pour la sensibilité a la streptomycine et a la colicine E qui n’ont 
pas une position nette et donnent des chiffres assez différents 
pour le cro:sement I et le croisement II. D’aprés cette progression 
décroissante on peut déduire un arrangement linéaire des alléles 
suivant le schéma : 


BM B W K Lac Abel TL 


qui rend compte du fait que B est surtout lié & BM et a V, et 
indirectement aux autres caractéres dans la mesure ot ceux-ci 
sont liés 4 V; V est surtout hé a B et 4 K puis aux autres 
caractéres dans la mesure oti eux-mémes sont liés 4 B, d’une part, 
et A K d’autre part, et ainsi de suite. 

Comme |’hypothése d’une disposition linéaire des alléles B, 
V, K, Lac et T. 1 entre BM et TL est basée sur la fréquence des 
différents types de recombinants, elle doit nécessairement expli- 
quer la fréquence de ces types dans chacun des croisements 
étudiés. Reprenons l’examen des types obtenus pour les deux 
croisements en ne considérant que les 5 caractéres B, V, K, Lac 
et T. 1 (tableau IV). A premiére vue, la répartition de ces types 
parait trés différente d’un croisement a l'autre. Par exemple, le 
type +++—+ se retrouve quatorze fois dans le croisement I 
et une fois dans le croisement II, tandis que le type + +——+ 
se retrouve une fois dans le croisement I et dix fois dans le 
croisement II. Dans l’hypothése d’une disposition linéaire le lone 
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Tableau IV.- Z=xplication de la fréquence des différents ty 
pes de recombinants. 


d'un chromosome, le type de recombinaison est déterminé par le 
ou les endroits ot se fait l’échange de segments par chevauche- 
ment des deux chromosomes parents. Pour des raisons purement 
mécaniques, les croisements en un seul point doivent étre plus 
fréquents que les croisements en 3 points ou plus (il faut néces- 
sairement un nombre impair de points de croisements puisque 
la technique employée ne sélectionne que les recombinants ayant 
hérité le BM+ d’w des parents et le TL+ de l’autre et que 
tous les alléles considérés sont situés entre BM et TL). Or, on 
constate précisément que, tant pour le croisement I que pour le 
croisement II, les recombinants les plus fréquents (86/50 dans I 
et 38/50 dans 1 résultent du croisement en un seul point, indiqué 
par la diagonale dans le tableau IV (ce qui est & gauche de la 
diagonale indique le segment hérité du parent BM+ et ce qui 
est a droite le segment hérité du parent TL+). Tous les autres 
recombinants s’expliquent par un croisement en trois endroits 
et on n’observe aucun type résultant d’un croisement en plus 
de trois endroits. Nous comprenons a présent pourquoi le 
type +++—+ si fréquent dans le croisement I est si rare 
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dans le croisement II. Dans le premier cas, en effet, il apparait 
par croisement des deux chromosomes parents en un seul endroit, 
entre les alléles Lac et T. 1 tandis que dans le deuxiéme cas 1] 
nécessite un chevauchement triple, entre V et K, entre Ik et Lac 
et entre Lac et T. 1. 

Nous avons rappelé dans l’introduction qu’on observe une 
résistance croisée spécifique a certaines colicines et a des bacté- 
riophages déterminés, notamment a la colicine E et au bactério- 
phage BF. 23 ainsi qu’a la colicine K et au bactériophage T. 6. 
Nous avons retrouvé cette résistance croisée chez la souche K. 12 
et les mutants 58161 et W.1177 qui en dérivent. En effet, les 
mutants de ces souches sélectionnés tant par la colicine E que 
par le bactériophage BF. 23 sont résistants a la fois a la coli- 
cine E et au bactériophage BF. 23; les mutants de ces souches 
sélectionnés tant par la colicine K que par le bactériophage T. 6 
sont résistants 4 la fois a la colicine K et au bactériophage T. 6. 
Les colicines et les bactériophages correspondants paraissent agir 
par l’intermédiaire d’un récepteur commun au phage et a la 
colicine puisque la perte de la sensibilité au phage entraine auto- 
matiquement la perte de Ja sensibilité a la colicine, et vice 
versa. 

Comme la présence des récepteurs de ces colicines E et K est 
déterminée par des facteurs héréditaires susceptibles de se recom- 
biner indépendamment les uns des autres, il importait de recher- 
cher si, chez les recombinants, la sensibilité ou la résistance aux 
colicines E et K allait également de pair avec la sensibilité ou 
la résistance aux bactériophages BF. 23 et T.6. Dans le croise- 
ment J, le parent BM+, qui est K+ et E+, est sensible aux 
phages T. 6 et BF. 23, et le parent TL+, K— E—, est résistant 
aces 2 phages ; dans le croisement II, Je parent BM+, K — E—, 
est résistant 4 ces phages, et le parent TL+, K+ E+, est sen- 
sible. Les nombres de recombinants sensibles ou résistants 


a Ja colicine E et K et aux phages BF.23 et T.6 sont les 
suivants : 


On constate done que, sans aucune exception, tous les recom- 
binants sensibles a la colicine E, et ceux-la seuls, sont sensibles 
au bactériophage BF’. 23; tous les recombinants sensibles a la 
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colicine K, et ceux-la seuls, sont sensibles au bactériophage T. 6. 
L’étude des recombinants génétiques confirme donc l’identité des 
récepleurs a certaines colicines et a des bactériophages déter- 
minés. 

Lederberg [8] a particuliérement étudié la ségrégation des 
alléles Lac, T.1 et T.6. Le fiait que l’alléle T.6 et lalléle K 
sont identiques va nous permettre de comparer nos résultats avec 
ceux de Lederberg pour des souches parentes marquées différem- 
ment. Le tableau V montre comment sont marquées les souches 


Lederberg (8) 


Croisement I 


Croisement ITI 


issus du: 
Croisement triple en | 
ede cdf cef def 
Not © LAT cdkagl 


Tableau V.- Comparaison avec les résultats de Lederber 


(chiffres en p.100). 


de Lederberg et les nétres, et indique le pourcentage de recom- 
binants suivant le ou les endroits ot se fait le chevauchement 
des chromosomes parents. (Nous avons repris la notation c, d, 
e et f de Lederberg pour désigner les endroits ot se font les 
chevauchements.) Les pourcentages de Lederberg ont été calculés 
sur 852 recombinants, les ndtres sur 50 recombinants dans chaque 
croisement. On voit que nos résultats concordent de fagon assez 
satisfaisante avec ceux de Lederberg, bien que les parents 
soient marqués différemment, et que les types résultant d’un 
chevauchement simple sont toujours beaucoup plus fréquents que 
ceux résultant d’un chevauchement triple, en accord avec l’hypo- 
thése d’une disposition linéaire. 
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CONCLUSIONS. 


La sensibilité aux colicines et aux bactériophages est déter- 
minée par la présence de récepteurs spécifiques. Ces récepteurs 
sont sous la dépendance de facteurs héréditaires susceptibles de 
disparaitre par mutation et de se recombiner par croisement 
génétique, indépendamment les uns des autres. 

Le croisement génétique de 2 souches parentes marquées par 
la résistance ou la sensibilité a diverses colicines fait apparaitre 
de nombreux types de recombinaison de ces caractéres. La 
fréquence anormale de certains types de recombinants montre 
que leur apparition n’est pas un simple effet du hasard. Elle peut 
s’expliguer par l’hypothése d’une disposition linéaire, le long 
d’un segment de chromosome, des alléles déterminant ces carac- 
teres. 

L’étude des recombinants génétiques confirme la présence dun 
récepteur commun a certaines colicines et 4 des bactériophages 
déterminés. 


a 
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SUR LA BIOSYNTHESE D'UNE COLICINE 
ET SUR SON MODE D'ACTION (') 


par Francois JACOB, Louts SIMINOVITCH et Exriz WOLLMAN. 


(Institut Pasteur. Service de Physiologie microbienne.) 


La production, par certaines souches d’Escherichia coli, de 
substances susceptibles d’inhiber la croissance d’autres souches de 
la méme espéce a été signalée pour la premiére fois par Gratia 
en 1925 [4]. Dés ce premier travail, Gratia montrait que la substance 
étudiée n’était pas transmissible en série, ce qui la distinguait des 
bactériophages. Des substances analogues ont depuis lors été 
décrites chez un grand nombre de souches d’Entérobactériacées [2]. 
Le nom de colicine a été donné par Gratia et Frédéricgq a ceux de 
ces antibiotiques qui sont produits par des souches d’E. coli [8]. 
Ces substances ont en commun la propriété d’étre actives sur des 
souches d’Entérobactériacées et de ne pas étre reproduites par les 
bactéries sensibles. Elles différent entre elles par leur spectre 
activité, leur diffusibilité et leur stabilité vis-a-vis des agents 
physiques et chim:ques [4]. 

Les cultures en bouillon de la souche d’E. coli ML renferment 
une colicine qui inhibe la croissance de certaines souches d’E. coli 
(« Bordet », Ix,,, et W). Les observations présentées dans ce 
mémoire ont trait d’une part 4 la production de la colicine par 
les bactéries ML irradiées, d’autre part au mode d'action de cette 
colicine sur les bactéries sensibles. Nous nous attacherons parti- 
culiérement A souligner les analogies qui semblent exister entre 
colicine et bactériophages aussi bien en ce qui concerne leur syn- 
thése par les bactéries productrices que leur mode d'action sur les 
bactéries sensibles. 


MarriricL ET TECHNIQUE. 


Souches bactériennes. — La souche d’EZ. coli ML a été décrite par 
Monod et Audureau [5]. La souche £. coli Bordet a été utilisée comme 
souche indicatrice de la colicine produite par L. coli ML. 


(1) Travail effectué avec l’aide d’une subvention du National Cancer 
Institute of the National Institutes of Health des Etats-Unis d’Amé- 
rique. 
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Milieux. — Le milieu synthétique employé a la composition sui- 
yante = KH,PO), 13,602 > NH SO 2 es MgSO,.7H,O, 0,2 g; 
Ca(NO,),, 0,01 g ; FeSO,.7H,O, 0,0005 g ; eau, 1000 g; KOH Sc asap: 
pH 7. La source de carbone désirée (glucose, lactose ou maltose) est 
ajoutée au moment de l'emploi de maniére 4 obtenir une concentra- 
tion de 3/1 000. 

Les boites de milieu gélosé contiennent : peptone Uclaf, 10 g ; 
NaCl, 10 gs, gélose, 10 ¢5 eau, 1,000 2 pH 7. 

Irradiation. — Les irradiations ont été faites avec une lampe a vapeur 
de mercure & haute tension et basse pression, donnant approximati- 
vement une énergie de 500 ergs mm—? minute—! pour la longueur 


d’onde 2537 A, la culture étant placée & 1 m de la lampe. Les doses 
seront données en secondes d’irradiation 4 1 m. 

Techniques. — Les techniques utilisées au cours de ce travail ont 
été décrites ailleurs et ne seront mentionnées que bri¢évement. On 
les trouvera dans les publications suivantes : irradiation par la lumiére 
ultraviolette et mesures de la croissance [6], mesures de l’intensité 
respiratoire [7], de la synthése induite de la p-galactosidase [8], dosage 
des acides nucléiques [7]. 


4 


RESULTATS. 
I. — PropriftEs pe LA coLicinE ML. 
Mise en évidence et titrage. — La présence de colicine dans 


une culture d’E. coli ML en bouiiion peut aisément étre décelée 
de ja mamiére suivante. Aprés centrifugation de la culture, une 
goutte du liquide surnageant est déposée a la surface d’une boite 
de Petri ensemencée avec la souche sensible d’E. coli Bordet. 
Apres séjour a l’étuve, Vaction de l’antibiotique se manifeste par 
une zone claire qui traduit inhibition de la croissance bacté- 
rienne. 

Si l’on préléve, a l’aide d’un fil de platine, un peu de gélose 
de cette zone claire et qu’on la transfére sur la surface d’une 
seconde boite de Petri ensemencée avec FE. coli Bordet, on 
n’observe pas de zone claire aprés séjour a l’étuve : l’agent 
inhibant la croissance d’E. coli Bordet n’est donc pas transmissible 
en série. 

L’inhibition de la croissance d’E. coli Bordet sur gélose peut 
étre utilisée pour titrer la colicine ML: des gouttes d’environ 
0,02 ml de dilutions successives de la solution 4 doser sont déposées 
a la surface d’une boite de gélose ensemencée avec environ 107 bac- 
téries sensibles. La boite est laissée dix-huit heures a 28°. On 
définit comme unité arbitraire (U. A.) la plus grande dilution qui, 
dans ces conditions, provoque la formation d’une zone claire 
tranchant nettement sur le fond uni de la culture. Des modifi- 
cations du milieu gélosé (peptone, équilibre ionique) influent de 
fagon considérable sur les résultats. Cette technique de titrage 
est peu sensible, mais elle permet cependant d’apprécier les 
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variations de activité antibiotique dans la plupart des expé- 
riences. Une méthode beaucoup plus précise sera décrite plus 
loin 

On peut démontrer que, dans une culture de ML, chacune des 
bactéries est capable de transmettre le caractére colicinogéne : 
on ensemence quelques bactéries ML sur une boite de Petri que 
l'on laisse vingt-quatre heures a 37°. On pulvérise alors a la 
surface de la gélose une culture d’E. coli Bordet. Aprés un 


Fic. 4. — Production de colicine par les bactéries E. coli ML. Des bactéries 
isolées ML sont étalées sur gélose. La gélose est laissée vingt-quatre heures 
a 37°, On vaporise alors une culture d’E£. coli Bordet a la surface de la boite. 
Aprés quinze heures a 37°, chaque colonie de ML est entourée d'une auréole 
claire traduisant l inhibition de la croissance d’E. coli Bordet. 


nouveau séjour de dix-huit heures a 37°, on voit (fig. 1) que 
chaque colonie de ML est entourée d’une zone claire traduisant 
inhibition de la croissance d’E. coli Bordet. La propriété colici- 
nogéne a été retrouvée chez les 26 mutants de la souche ML, 
isolés par J. Monod aprés irradiation, mutants différant de la 
souche sauvage par un ou plusieurs caractéres. 

P. Frédéricq a identifié la colicine ML comme appartenant au 
groupe E [2]. 

Propriétés physico-chimiques. — La _ colicine ML n'est pas 
dialysable et diffuse mal dans la gélose. Elle n’est cependant pas 
sédimentée par une centrifugation de deux heures a 20000 g. 
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Elle est trés adsorbable sur charbon de pH 4 4 pH 9, et est retenue 
par les bougies de porcelainec Chamberland L,. Son activité n’est 
pas diminuée par un chauffage de 70° pendant trente minutes, 
mais est réduite & 20 p. 100 aprés dix minutes a 100°. 

Une purification partielle a pu étre obtenue a partir de prépa- 
rations de colicine provenant de cultures de ML irradiées. Aprés 
6limination de la plus grande partic des acides nucléiques par 
la protamine, la colicine était précipitée par le sulfate d’ammo- 
nium a 66 p. 100. Dans la solution ainsi obtenue le rapport entre 
acides nucléiques et protéines est inférieur 4 1 p. 100. L’activité 
antibactérienne est insensible 4 la ribonucléase et a la désoxy- 
ribonucléase, mais est détruite par action de la trypsine ou de la 
papaine. 

La colicine est extrémement résistante a Taction du rayon- 
nement ultra-violet. L’activité n’est pas modifiée par une expo- 
sition de deux heures a 1m, alors que dans les mémes conditions, 
en quatre-vingts secondes, 99 p. 100 des bactériophages d’une 
suspension de T, perdent la propriété de se reproduire sur 
E. coli B. Cette stabilité permet de stériliscr ‘aisément les 
solutions de colicine. 

Ouoique Vétude physico-chimique de la colicine ML reste a 
faire, les caractéres qui viennent d’étre énumérés semblent 
indiquer quwil s’agit d'une substance de nature protéique, d’assez 
grandes dimensions. Cette conclusion est en accord avec celle de 
Heatley et Florey [9] dont les recherches ont porté sur une autre 
colicine. 

Il. -— BrosyxtnEse INDUITE DE LA COLICINE. 


Induction par la lumiére ultra-violette. — L’irradiation par la 
lumiére ultra-violette de certames souches lysogénes induit la 
production de bactériophages par la majorité des bactéries de lia 
culture [6]. On peut, dans des conditions analogues, induire la 
production de colicine par les bactéries ML [40}. 

Contrairement aux cultures d’E. coli ML en bouillon, les 
cultures en milieu synthétique glucosé ne contiennent pas de coli- 
cine : on ne peut en déceler ni dans le milieu ni dans les corps 
bactériens aprés broyage par le sable. 

Une culture de ML en milieu synthétique est irradiée pendant 
quatre-vingts secondes & | m. On suit simultanément |’ évolution 
de la densité optique et la teneur en colicine, d’une part dans 
le m:leu de culture, d’autre part dans les corps microbiens 
broyés. Les résultats de cette expérience sont illustrés sur la 
figure 2. of l'on voit qu’aprés irradiation la croissance bacté- 
rienne se poursuit a vitesse décroissante jusqu’a la quatre- 
vingueme minute qui marque le début de la lyse. C’est alors 
seulement que la colicine apparait dans le milieu et sa concen- 


BIOSYNTHESE D'UNE COLICINE 299 


tration s’accroit & mesure que la lyse se poursuit. Par contre, 
la teneur en colicine des corps bactériens broyés est déja appré- 
ciable dix minutes aprés lirradiation et augmente rapidement 
jusqu’au moment de la lyse. Le rayonnement U. V. induit done 
la synthése de la colicine qui, aprés une « période latente » de 


o--o Densité optique 
e—e Colicine intra-bactérienne 
a—a Colicine du milieu ae culture 
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Fic. 2. — Productior de colicine par les brcléries VI, irradiées. Une culture 
de ML en milieu synthétique glucosé, contenant 2.4108 bactéries/ml est 
irradiée par les rayons U. V. pendant quatre-vingts secondes 41 m/(temps 0). 
A temps variables, un échantillon de la culture est centrifugé. Le culot bacté- 
rien est broyé avec du sable et remis en suspension dans le volume initial. 
La colicine est dosée d'une part dans le liquide surnageant de la culture 
initiale, d‘autre part dans le broyat des bactéries. En abscisse, le temps en 
minutes. En ordonnée, la densité optique et le nombre « d’unités arbitraires » 
trouvé dans le milieu et dans le broyat des bactéries. 


quatre-vingts minutes, est libérée dans Je milieu par la lyse des 
bactéries. 

On sait que Il’ « aptitude » des bactérics lysogenes a produire 
du bactériophage aprés irradiation par la lumiére  ultra-violette 
dépend des conditions dans lesquelles elles ont été cultivées avant 
irradiation [44]. En particulier, la carence prolongée en aliment 
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carboné diminte fortement lefficacité du rayonnement U. V. [42). 
Des résultats tout a fait comparables ont été obtenus dans le cas 
des bactéries colicinogénes. On voit ainsi (fig. 3) qu’une culture 
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Fic. 3. — Effet de la carence glucidique sur aptitude des bacléries ML a Vinduc- 
tion par les U.V. Une culture de bactéries ML en milieu synthétique glucosé 
est carencée en glucose pendant quinze heures. La culture est alors diluée 
dans du milieu neuf glucosé (temps 0) et agitée 4 37°. A zéro et quatre-ving's 
minutes, les bactéries sont irradiées avec deux doses de rayons U.V., puis 
agitées & 37°. En abscisse, le temps en minutes. En ordonnée, la densité 
optique des suspensions. 


a’E. coli ML carencée en glucose pendant quinze heures ne se 
lyse pas sous leffet d’une dose de rayons U. V. qui provoque 
la lyse d'une culture témoin non carencée. La figure 4 représente, 
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en fonction de la dose d’U. V., les courbes de survie de deux 
cultures, carencée ou non carencée. On voit que les pentes des 
deux courbes sont trés différentes, leur différence étant vrai- 
semblablement due a l’effet inducteur des U. V. 

Comme Ja plupart des effets provoqués par les rayons U. V., 
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Fic. 4. — Influence de la carence gluzidique sur la survie des bactéries ML aprés 


irradiation par les U.V. Méme expérience que2celle de la figure 3. Les deux 
Suspensions, carencée et non carencée, sont irradiées pendant des temps 
variables. Des échantillons sont dilués et étalés sur gélose. En abscisse, la 
dose d’U. V. en secondes. En ordonnée, Ja fraction des bactéries survivantes, 
sur une échelle logarithmique. 


Pinduction des bactéries ML peut étre supprimée par laction de 
Ja lumiére visible appliquée aprés le rayonnement U. V. 
D’autres agents qui sont capables d’induire la production de 
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bactériophages par les bactéries lysogénes, tels que la_ bis- 
(p-chloroéthyl) méthylamine (moutarde azotée) [13], eau oxygeénée 
et divers peroxydes organiques [44] induisent aussi la formation 
de colicine par les bactéries ML. 
Certaines souches colicinogénes, telle la souche originale de 
Gratia, E. coli V, de méme que certaines souches lysogénes [45] 
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chez les bactéries ML irradiees. Une suspension de bactéries ML en milieu 
synthétique glucosé, contenant environ 2,2.408 bactéries/ml est irradiée pen- 
dant quatre-vingts secondes 44 m ‘temps 0). Sur des échantillons de cette sus- 
pension, on mesure la densité optique. Une fraction est distribuée dans les 
fioles de Vappareil de Warburg (2 ml/fiole), agitée 4 37° en présence de KOH 
et l'on mesure la consommation d’oxygéne. Enfin, des échantillons prélevés a 
temps variables sont centrifugés. Les culots bactériens sont remis en suspen- 
sion et traités par l’acide trichloracétique 4 chaud [29]. L’ADN est dosé par la 
méthode de Stumpf [30]. En abscisse, le temps en minutes. En ordonnée, la 
densité optique, les ul d’0, consommés en dix minutes par 2 ml de suspension 
et ’ADN en y/8 ml de suspension. 


ne peuvent étre induites par le rayonnement U. V. L’induction 
WE. coli ML, cependant, ne semble pas étre un phénoméne isolé : 
une souche de Pseudomonas pyocyanea, productrice d'un anti- 
Motique actif sur d’autres souches de la méme espéce peut étre 
induite par la lumiére U. V. dans des conditions tout a fait 
comparables a celles qui viennent d’étre décrites pour E. coli ML 
(expériences inédites), 
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Métabolisme des bactéries ML induites. — En raison des ana- 
logies existant entre l’effet du rayonnement U. V sur les bactéries 
lysogénes et sur les bactéries colicinogénes, il importait d’étudier 
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Fic. 6. — Biosynthése induite de la 8-qalactosidase par les bacléries ML irra- 


diées. Une suspension de bactéries ML en milieu maltosé contenant environ 
1,2.108 bactéries/ml est irradiée pendant quatre-vingts secondes a 1 m (temps 0) 
et agitée 4 37°. Du lactose est ajouté 4 temps 0 a un témoin non irradié (A) et 
& zéro, vingt, quarante et soixante minutes 4 des échantillons de la culture 
irradiée (B, C, D, E). Le maltose sert de source d’énergie, le lactose d'inducteur 
pour la synthése de l’enzyme [34]. Ces suspensions sont agitées 4 37°. Toutes 
les dix minutes, un échantillon de chaque suspension recoit deux gouttes 
toluéne et est agité quinze minutes 4 37°. La 8-galactosidase est dosée direc- 
tement sur ces suspensions, en mesurant au spectrophotométre de Beckman 
la vitesse d’hydrolyse d’un o-dinitrophénol galactoside (cf. 8). 


le retentissement de la synthése de la colicine sur le métabolisme 
des bactéries induites. Nous avons mesuré, aprés induction d'une 
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souche d’E. coli ML en milicu synthétique, l’évolution de la crois- 
sance, de la respiration, de la teneur en acide désoxyribo- 
nucléique, el de la capacité a4 former des enzymes adaptatifs ou 
a’ reproduire un bactériophage « virulent ». 

La figure 5 montre qu’aprés induction, lintensité respiratoire 
augmente parallélement & la courbe de croissance résiduelle, ce 
qui traduit une synthése des enzymes respiratoires. La courbe de 
synthese de Vacide désoxyribonucléique demeure, elle aussi, 
paralléle a la courbe de croissance, contrairement a ce qui a été 
observé pendant le développement des bactériophages chez les 
hactéries lysogénes |7]. 

La capacilé des bactéries ML a synthétiser, apres irradiation, 
une f-galactosidase adaptative a été étudiée. Les résultats d’une 
expérience sont représentés sur la figure 6. On voit que, si le 
Jactose est ajouté a temps O (courbe B) ou a vingt minutes 
(courbe ©), la synthése de l’enzyme s’effectue jusqu’a la quaran- 
tiéme minute. Dans les deux cas cependant, les vitesses de synthése 
sont inféricures a eclle du témoin non irradié (courbe A). Si le 
lactose est ajoulé & quarante (courbe D) ou a soixante minutes 
(courbe E), on n’observe plus de synthése de Ja p-galactosidase. 
Celle expérience montre done que, pendant la premi¢re moitié de 
la « période latente », Vinduction et la synthése de l’enzyme 
peuvent ¢lre réalisées par Jes bactéries ML irradiées. Que les 
bacléries synthélisent ou non la p-galactosidase, le rendement en 
colicine nest pas modifié. 

La capacité d'une souche colicinogéne induite 4 reproduire un 
hactériophage virulent tel que gv (2) diminue elle aussi dans la 
deuxiéme mo.tié de la « « période Jatente ». Dans l’expérience 
représentée par le tableau 1, une suspension de bactéries ML a 
été irradiée (temps O), puis, a temps variables, infectée avec le 
phage gv. Jusqu’a Ja quarantiéme minute, les bactéries induites 
conservent intact le pouvoir de reproduire le bactériophage, le 
nombre de centres infectieux décroissant progressivement par la 
site. 

L’expérience inverse consistait a rechercher si les bactéries ML 
irradiées puis infeciées par le bactériophage gv étaient encore 
capables de synthétiser de la colicine pendant le développement du 
phage. Celte expérience n’a pas pu étre réalisée en raison de la 
difficulté du titrage de la colicine dans un mélange de bacté- 
riophages et de colicine. 


(2) Le phage gy a été isolé d’une culture de ML. Il forme de grandes 
plages (2 & 4 mm de diamétre) sur ML. Son spectre d’activité est 
différent de celui des phages T. Adsorption en bouillon sur 2.108% bacté- 
rics ML: 0,70 en cing minutes. Période latente: quatorze minutes. 
Rendement unitaire moyen, 120. 
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Tasteau 1. — Multiplication d'un bactériophage 
chez les bactéries ML irradiées. 


Temps de l'infection Bactéries productrices Rendement 
aprés U.V,. de phages moyen 
(en mn.) (N) 


2 eee 
5 
5 


9,0 x 10 
Vise ex lO 
9,1 x 
7Oux- 
8,0 

5,2 


Témoin non irradié 


Une culture de ML en bouillon est irradiée (temps 0) et agitée & 37°. Toutes 
les dix minutes, on préléve 0,9 ml de la culture auxquels on ajoute 0,1 ml d’une 
suspension de gy contenant 1,2.107 phages/ml. Aprés cing minutes a 37°, la 
culture est diluée 4 10 —3 (premier tube) et a 10 —5 (deuxiéme tube et fles deux 
tubes de croissance sont maintenus 4 37°. Une centrifugation de cinq minutes a 
8 000 t/min. permet de mesurer le nombre de phages non adsorbés. Des 
échantillons du premier tube sont étalés sur gélose avec la souche ML, avant 
la lyse, pour mesurer le nombre de bactéries productrices de phages. Des 
échantillons du deuxiéme tube sont étalés soixante minutes plus tard pour 
mesurer le rendement individuel moyen. 

Dans les tubes d’adsorption, bactéries : 3,2.108/ml; phages : 1,2.106/ml. 

L’adsorption (0,61 4 0,74) reste la méme jusiu’a la fin de l’expérience. Pour 
chaque point, le nombre de bactéries productrices de phages est obtenu en 
retranchant le nombre de phages non adsorbés du nombre total des centres 


infectieux observé avant la lyse. 


Les résultats des expériences qui viennent d’étre décrites 
montrent qu’il existe de trés grandes analogies entre les bactéries 
lysogénes inductibles et la bactérie colicinogéne étudiée. Dans 
les deux cas, les facteurs de l’induction (doses d’U. V., aptitude, 
photo-restauration, action des composés mutagénes ou cance- 
rigénes) sont identiques. Aprés induction, chez les bactéries 
lysogénes comme chez les bactéries colicinogénes, la croissance 
bactérienne se poursuit a taux décroissant jusqu’a la lyse [6], la 
synthése des enzymes respiratoires et des enzymes adaptatifs 
demeure possible [46], et la reproduction d’un_ bactériophage 
virulent peut se faire [47]. Ce n’est qu’a la fin de la « période 
latente » que les capacités de synthése des bactéries lysogenes ou 
colicinogénes diminuent. Entre les deux formes de biosyntheses 
induites, il existe cependant une différence importante : alors que 
chez les bactéries lysogénes induites (comme chez les bactéries 
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infectées par un bactériophage virulent), la synthése de ’?ADN 
s'arréte au moment de l’induction (ou de l’infection) pour reprendre 
vers le milieu de la période latente, dans le cas des bactéries 
colicinogénes induites, au contraire, la synthése de YADN se 
poursuit tout au long de la période latente, parallélement la 
courbe de croissance et aux autres activilés métaboliques des 
bactéries. 


III]. — Mong D’ACTION DE LA coLicinE ML. 


Action létale de la colicine sur les bactéries sensibles. — Les 
colicines présentent une grande spécifiicité d'action. [1 existe en 
particulier des spectres d’activité cvoisés entre colicines et bacté- 
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Fic. 7. — Survie des bactéries E. coli Bordet exposées a des dilutions variables 


dune solution de colicine. A 0,8 ml dune suspension de E. coli Bordet conte- 
nant 4,7.108 bactéries/ml sont ajoutés 0,2 ml de dilutions d’une sviution de 
colicine de maniére & obtenir les dilutions finales 1/5, 4/410, 4/25, 1/50, 1/100. 
Les tubes sont laissés & 37°. A temps variables des échantillons sont dilués 
et étalés sur gélose pour mesurer le nombre des bactéries capables de former 
des colonies. En abscisse le temps en minutes. En ordonnée, le nombre des 
bactéries formant des colonies (sur une échelle logarithmique) 
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riophages [18]. Les sérums antibactériens protégent les bactéries 
sensibles contre l’action spécifique des colicines [49] et des extraits 
bactériens, comme les bactéries sensibles dont ils proviennent sont 
eapables d’adsorber la colicine et de neutraliser son action (20). 
l’expérience suivante montre que la colicine ML est fixée par 
les bactéries sensibles. 

Des dilutions successives d’une préparation de colicine sont 
ajoutées a des échantillons d’une méme suspension de la souche 
dE. coli Bordet. Les bactéries et la colicine sont mélangées A 37° 
et des échantillons de cette suspension sont dilués a différents 
intervalles. Le nombre de bactéries survivantes est évalué par 
étalement sur gélose. Dans la figure 7, le logarithme du nombre 
de colonies obtenues est porté en fonction du temps écoulé entre 
Vaddition de la colicine et Ja dilution. On voit que, pour les 
faibles dilutions de colicine, les courbes de la figure 7 sont sensi- 
blement rectilignes dans leurs segments initiaux. Pour les grandes 
dilutions, les courbes se terminent par un plateau. On peut 
démontrer que, dans cette portion de la courbe, le nombre de 
bactéries survivantes demeure constant par suite de |’épuisement 
de la colicine : si aprés soixante minutes on centrifuge les 
mélanges contenant de la colicine a 1/50 ou a 1/100 et si l’on 
ajoute au liquide surnageant une suspension fraiche de_ bac- 
téries on constate que leur nombre ne varie plus, quelle que 
soit la durée de contact entre les bactéries et le liquide sur- 
nageant. 

Les résultats numériques d’expériences analogues a celle illus- 
irée par la figure 7 sont résumés dans le tableau II qui présente 
pour chaque dilution de la colicine, le nombre total de bactéries 
tuées (plateau terminal) et le nombre de bactéries tuées pendant 
la premiére minute (vitesse initiale). L’examen des colonnes 2 et 3 
montre que le nombre total de bactéries tuées est, pour les dilu- 
tions les plus grandes, inversement proportionnel a la dilution 
de colicine. I] est done possible de définir une « unité létale » 
de colicine (UL) qui est la quantité nécessaire pour tuer une 
bactérie. A la dilution 1/50, suffisante pour éliminer la fixation 
de plusieurs unités létales par bactérie, mais qui, cependant, tue 
un nombre de bactéries assez élevé pour permettre des mesures 
précises, on peut évaluer le titre de la colicine 4 16.107 UL/ml, 
ce qui donne pour la solution initiale 8.10° UL/ml. 

L’allure exponentielle, tout au moins dans sa portion iniliale, 
de la courbe de survie des bactéries soumises a l’action de petites 
dilutions de colicine est compatible avec Vhypothése selon laquelle 
un seul événement est responsable de la mort d’une_ bactérie. 
L’examen des colonnes 4 et 5 du tableau II, qui montrent la 
proportionnalité existant entre la concentration de colicine et 
la vitesse initiale de son action bactéricide, suggére que cet évé- 
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TabLeau Il. — Action létale de la colicine ML 
sur les bactéries sensibles. 


1 e 4 


Dilution Nombre final Nombre de 
de la de pl bactéries tuées 
colicine bactéries tuées en 1 min. 
(vitesse initiale) 
v 


277.10° 


157.10° 


39,10° 
27 .10° 
17.10° 


7.10° 


35.10° 


+ eas ear 4s ‘, . re, 
* Avec cette dilution, le nombre initial de bactéries ne surfii pas pour épuiser la quantilé 


- 4 = f 
de colicine introduite. Le produit a * N ne peut étre caleulé. 


, ane aed eee: . é ; 
** Les petites dilutions donnent un produit a *« N inférienr a celui caleulé d'aprés les 


grandes dilutions. Ce résultat est vraisemblablement di 4 une perte de colicine dont plusieurs 
U.L. s’adsorbent sur la méme bactévie. 


Ce tableau résume des expériences analogues a celle représentée sur la 
figure 7, mais ot! le nombre initial des bactéries variait suivant la dilution de 
colicine utilisée. 


nement correspond a la fixation d’une seule « particule » (3). 

On peut, dans le cas des bactériophages, démontrer que la 
fixation (une seule particule entraine la mort de la bactérie |24]. 
Si Von fait Phypothése qu’il en est de méme pour la colicine, 
c’est-a-dire que chaque unité létale correspond bien a une « par- 
ticule », il devient possible d’estimer la vitesse de fixation de la 
colicine sur les bactéries sensibles. Comme on le voit sur la 
figure 7, le nombre B des bactéries survivantes a l’action d’une 
concentration C de colicine décroit selon |’équation 

dB 


TL = KCB (1) 


ou ft est le temps et ot la constante de vilesse K n’est que la 
constante d’adsorption de la colicine sur les bactéries. Si l’on 


(3) Il est bien entendu que Vutilisation du terme « particule » ne 
prejuge en rien de la nature ou de l’état de la colicine dans les solu- 


tions étudiées. Il est appliqué dans le sens d’unité active, non dissociée 
par la dilution. 
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considére sur la figure 7 la portion initiale de la courbe de survie 
des bactéries en présence de la dilution 1/5, soit une concen- 
tration de 1,6 10° UL/ml, on trouve la constante d’adsorption K 
apres intégration de l’équation (1) : 

B 381 
In Be In 103 


Br Ghee 1,6.409 


= 8.10 —19 ml/mn. 


valeur comparable & ce qui a été observé pour les bacteé- 
riophages [22]. 

On peut, grace a la méthode quantitative décrite ci-dessus, 
évaluer le rendement moyen en unités létales des bactéries coli- 
cinogénes induites. La solution utilisée dans les expériences 
décrites par la figure 7 et le tableau II provient d’un lysat de 
2,4.10* bactéries/ml induites en milieu synthétique glucosé, ce 

9 
qui donne un rendement de — = 33 UE de colicine par 
a 
bactérie. Le rendement moyen en bouillon est d’environ 500 UL. 

Il est possible également d’établir une relation entre « unités 
létales » et « unités arbitraires » telles qu’elles ont été définies 
au début de ce mémoure. Dans les conditions de nos expériences, 
une UA correspond a environ 5.107 UL. 


* 
xk 


Les résultats des expériences précédentes présentent une 
analogie frappante avec des expériences similaires ot l’agent 
bactéricide est le bactériophage. L’irréversibilité de la fixation, 
le taux d’adsorption, le rendement unitaire par bactérie produe- 
trice suivant les conditions de culture sont trés comparables a ce 
que l'on peut observer avee des bactériophages tels que T, ou T,, 
chez lesquels on sait que Vefficacité de chaque collision est trés 
proche de l’unité (22). Chacune de ces propriétés est, dans une 
certaine mesure, indépendante des autres. Que leur réunion soit 
fortuite apparait done comme peu probable. 

Métabolisme des bactéries sensibles trailées par la colicine. — 
Nous avons montré les analogies qui existent, d’une part entre 
la production de colicine par les bactéries ML irradices et la 
production de bactériophages par les bactéries lysogénes induites, 
@autre part entre l’action bactéricide de Ja colicine et celle des 
bactériophages. Il a semblé, par conséquent, nécessaire de 
rechercher dans quelle mesure cette analogie entre phage ct coli- 
cine se retrouvait dans action de ces agents sur le métabolisme 
des baetéries sensibles. 

L’évolution de la croissance, de la respiration, de la synthése 
des acides nucléiques, ainsi que la capacité a reproduire un bacté- 


310 ANNALES DE L’{NSTITUT PASTEUR 


riophage virulent, ont été étudiées aprés traitement de cultures 
dE. coli Bordet par la colicine ML, & des concentrations qui sté- 
rilisent plus de 90 p. 100 des bactéries en deux minutes. 

La figure 8 montre que, dés l’addition de colicine, la croissance 


50 ats 
Colicine b 
@ f _. (0 Densité optique 
2s a © Témoin sans colicne 
2S S / e /ntensite — 
<a Ss respiratoire 
st S 
LDL w 
3 80 
400 § 


300 


ARN et ADN en f/5ml de suspension 


Intensité 
respiratoire 


iL d 02 consommés en 5mn par 2ml de suspension 


10— 20 SO in 40 50. 00 ng 70 G0 mea, 
Temps en minutes 

Fic. 8. — Métabolisme des bactéries KE. coli Bordet traitées par la colicine. Une 
culture en bouillon de bactéries £. coli Bordet en phase exponentielle recoit 
a ¢=trente minutes une quantité de colicine laissant 0,02 survivants en 
deux minutes. Sur des échantillons de cette suspension on mesure la densité 
optique. Une fraction est distribuée dans les fioles de l'appareil de Warburg 
(2 ml/fiole), agitée 4 37° en présence de KOH et l'on mesure la consommation 
doxygéne. Enfin, des échantillons prélevés & temps variables sont centrifugés. 
Les culots bactériens sont remis en suspension et traités par l’acide trichlo- 
racétique 4 chaud [29]. L’ADN est dosé par la méthode de Stumpf (30], l’ARN 
par la méthode de Mejbaum [32]. En abscisse, le temps en minutes. En 
ordonnée, Ia densité optique, les yl d’0. consommés en cing minutes par 
2 ml de suspension, l’ADN et ARN en y/5 ml de suspension. 


BIOSYNTHESE D’UNE COLICINE 344 


bactérienne est arrétée, la respiration demeure: bloquée a son 
taux initial, tandis que les synthéses d’ARN et d’ADN sont 
inhibées. L’intensité respiratoire qui demeure constante pendant 
vingt minutes, décroit ensuite progressivement, mais la densité 
optique ne varie pas, méme aprés soixante minutes. La coli- 
cine ML, agent bactéricide, n’est done pas un agent lytique. 

La colicine parait bloquer toutes les synthéses bactériennes. 
Elle bloque aussi la reproduction d’un bactériophage virulent, tel 
que g,, actif sur FE. coli Bordet {23}. 

Une suspension de bactéries est infectée par ¢,, et, au cours 
de la période latente (quinze minutes en bouillon) des échantillons 
sont prélevés 4 temps variables, mélangés a la colicine pendant 
deux minutes, puis dilués. Une numération des centres infectieux 
est alors faite par étalement avec la souche indicatrice. Les 
résultats de cette expérience sont rapportés dans le tableau III 


TaBLEAu Ill. — Action de la colicine ML' 
sur la multiplication d’un bactériophage chez F. coli Bordet. 


Temps d'addition Nombre de bactéries N/No 
de la colicine productrices de phages 
en mn, (N) 


Témoin 


A 1,9 ml d’une culture en bouillon de L. coli Bordet on ajoute 0,1 ml d'une 
suspension de or contenant 17.108 phages/ml (temps 0). Aprés cinq minutes 
d’adsorption lasuspension est diluée 41/10 dans du bouillon et agitée a 37°. Une 
centrifugation montre que 0,94 des phages ont été adsorbés. A temps variables 
on préléve 0,9 ml de suspension auxquels on ajoute 0,1 ml d’une dilution de 
colicine, telle que dans les mémes conditions en deux minutes, 0,02 des bactéries 
peuvent encore former des colonies. Aprés deux minutes a 37°, les suspensions 
sont diluées 103 fois et étalées sur gélose avec la souche indicatrice, avant la 
libération des phages. Le nombre de bactéries productrices de phages est obtenu 
en retranchant pour chaque point le nombre des phages non adsorbés du 
nombre total des centres infectieux. 

Dans le tube d’adsorption, bactéries : 2,2.10%/ml; phages : 8,5.10° ml; phages 
non adsorbés aprés cing minutes : 5.10°/ml. 
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qui montre que, jusqu’aé la septi¢éme minute (milieu de la période 
latente), aucune bactérie infectée ne produit de phage. A partir 
de la neuvieme minute, le nombre de centres infectieux s’accroit. 
Il nest pas exclu quils correspondent a la présence de bacte- 
riophages intrabactériens au moment de l’addition de la colicine. 


* 
xk 


Les expériences précédentes indiquent que les bactéries sen- 
sibles, traitées par la colicine, sont incapables de poursuivre 
leurs processus de synthése. On sait que certains phages « viru- 
lents » bloquent les processus métaboliques de la bactérie infectée 
qui ne concourent pas a leur propre reproduction [24]. Les effets 
de la colicine ML sur les bactéries sensibles rappellent ceux des 
phages virulents, avec cette différence majeure que dans le cas 
de la colicine, qui tue sans étre reproduite, toutes les synthéses 
bactériennes sont bloquées. . 


Discussion. 


Se fondant sur les relations de spécificité et les résistances 
croisées entre colicines et bactériophages, Frédéricq et Gratia [48] 
ont, 4 juste titre, atliré V’attention sur les analogies existant entre 
ces deux agents antibactériens. Les expériences rapportées dans 
ce travail indiquent que ces analogies s’étendent au déterminisme 
de la production, au processus de libération de la colicine et du 
bactériophage ainsi qu’a leur mode d’action. 

Comme les bactéries lysogénes, la bactérie colicinogene MI. 
perpétue héréditairement un caractére létal potentiel. Soit spon- 
tanément, soit sous linfluence des mémes agents inducteurs 
physiques ou chimiques, les bactéries peuvent produire les unes 
de Ja colicine, les autres des bactériophages. Ces deux synthéses 
sont létales pour la bactérie productrice. Colicine et bactério- 
phages sont hbérés dans le milieu par la lyse microbienne. Le 
développement des bactériophages des souches lysogénes permet 
aux bactéries lysogenes induites, comme aux bactéries sensibles 
infectées, d’effectuer certaines synthéses (croissance, enzymes 
respiratoires et adaptatifs, ARN). Ces bactériophages, en oppo- 
sition aux phages « virulents » qui eux, semblent bloquer toutes 
les synthéses proprement bactériennes au cours de la période 
latente, ont été désignés sous le nom de bactériophages « tem- 
pérés » [7]. Synthése de la colicine et développement des phages 
« tempérés » retentissent sur le métabolisme des bactéries pro- 
ductrices de fagon, a bien des égards, comparable. Il existe cepen- 
dant entre les deux phénoménes une différence essentielle : alors 
que, chez Jes bactéries lysogenes induites, la synthése de ’ADN 
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subit un temps d’arrét pour reprendre ensuite, chez les bactéries 
colicinogénes induites, la production d’ADN demeure paralléle 
a celle des autres produits du métabolisme bactérien. 

Il convient de rappeler ici qu’alors que la colicine ML semble 
étre essentiellement de nature protéique, le bactériophage, au 
contraire, comporte deux fractions, l'une désoxyribonucléique et 
Yautre protéique. 

Les similitudes entre le mode d’action de la colicine et celui 
d’un bactériophage « virulent » sur la souche sensible sont égale- 
ment trés frappantes. Comme les bactériophages, les colicines 
s'adsorbent spécifiquement sur les bactéries et les tuent. Dans 
les deux cas, 11 semble qu'une « particule » suffise pour exercer 
une action létale. Bactériophage virulent et colicine bloquent 
toutes les synthéses proprement bactériennes. La différence fon- 
damentale bien mise en évidence par Gratia, réside dans le fait 
que la colicine tue et n’est pas reproduite, alors qu’en régle 
générale, le bactériophage est reproduit par la bactérie qu’il tue. 

On sait cependant que des bactériophages inactivés par les 
rayons U.V., c’est-a-dire incapables de se reproduire, peuvent 
encore tuer les bactéries [25]. Plus récemment, on a pu montrer 
que, sous action du choc osmotique (26, 27, 28], certains bacté- 
riophages pouvaient étre dissociés en leurs deux constituants 
protéine et acide désoxyribonucléique et que la partie protéique, 
incapable d’assurer la reproduction du bactériophage, demeure 
capable de s’adsorber sur les bactéries sensibles et de les tuer. 
Quoique les mécanismes de |’action bactéricide des protéines 
phagiques et des colicines soient encore mal connus, il n’est pas 
besoin de souligner combien leurs effets sont comparables. 


Resume. 


1° E. coli ML produit une colicine active sur d’autres souches 
d’E. coli. 

2° La synthése de la colicine par la majorité des bactéries d’une 
culture d’E. coli ML peut étre induite par de faibles doses de 
lumiére ultra-violette. La colicine apparait d’abord dans les bac- 
téries, puis est libérée dans le milieu par la lyse microbienne. 
Certains composés mutagénes ou cancérigénes induisent égale- 
ment la production de colicine par les cultures d’E. coli ML. 

3° Les bactéries colicinogénes induites demeurent capables de 
croitre, de synthétiser des enzymes respiratoires et adaptatifs, 
ainsi que des acides nucléiques, et de reproduire un bactério- 
phage. Ces synthéses se poursuivent, 4 un taux décroissant, 
jusqu’a la lyse. 

4° La colicine ML semble étre de nature protéique. 
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5° La colicine ML est adsorbée sur les bactéries sensibles. 
Une « particule » suffit a entrainer la mort d’une bactérie. 

6° Il est possible de titrer la colicine avec précision et de déter- 
miner Je rendement en colicine de bactéries colicinogénes induites. 
Ce rendement est environ dix fois plus grand en bouillon quen 
milieu synthétique. 

7° Les bactéries sensibles traitées par la colicine sont imea- 
pables de poursuivre leurs synthéses. 

8° Les analogies entre la production de la colicine par les 
bactéries colicinogénes et la production de bactériophages par 
les bactéries lysogénes d’une part, entre le mode d'action de la 
colicine et des bactériophages sur les bactéries sensibles d’autre 
part, sont mises en évidence et discutées. 
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ETUDE BACTERIOLOGIQUE 
DES PSEUDOMONAS FLUORESCENTS DU SOL 
UTILISANT EN COMPETITION 
LE (-HYDROXYBUTYRATE DE SODIUM 


par P. VILLECOURT, H. BLACHERE et G. JACOBELLI (°). 


(Service des Fermentations, Institut Pasteur 
et Institut National de la Recherche agronomique.) 


Le présent travail se propose une étude bactériologique des 
Pseudomonas fluorescents qui pullulent lorsque de la terre est 
mise au contact d’un milieu nutritif minéral additionné de 
p-hydroxybutyrate {4}. 


HisrTorRIQUE 


Les éludes bactériologiques des Pseudomonas  fluorescents 
concernent surtout les souches qui alttirent facilement lattention : 
Pseudomonas pyocyaniques et pathogénes des plantes. La flore 
du sol est étudiée dans deux documents : le travail accompagné de 
bibhographie de 2 leen et Starck [2] et le Manuel de Be rgey [3}. 

Seleen, en 1943, isole du sol et de divers produits animaux et 
végélaux 199 nr Ne produisant un pigment vert fluorescent. Ce 
sont des batonnets mobiles avec cils polaires, ne prenant pas le 
Gram, aérobies stricts, cultivant avec une source d’énergie 
appropriée sur milieu minéral, ne produitsant pas d’indol, aci- 
difiant le glucose et utilisant la glycérine. Ces souches sont consi- 
dérées par Seleen comme ¢troitement apparentées ; elles se 
séparent en 14 groupes avec l’action sur le lait, la liquéfaction 
de la gélatine, la culture a 5° et a 42°, la réduction des nitrates 
en gaz et en nitriles; puis en 37 sous-groupes en ajoutant la 
production de pyocyanine, lacidification du saccharose, Vutili- 
sation des acides acétique, lactique et tartrique. Seul, 
pyocyanique est bien défini. 

Le Manuel de Bergey renferme une liste de Pseudomonas fluo- 
rescents du sol trés incomplétement décrits. Presque tous sont 


des batonnets mobiles ne prenant pas le Gram, ne produisant pas 


le groupe 


(*) Société frangaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1952. 
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dindol. Leurs caractéres différentiels sont la liquéfaction de la 
gélaline, la production de nitrites, action sur le lait et la crois- 
sance.-a 37°. 


TECHNIQUE. — 1° Isolement. — Nous avons isolé 50 souches de Pseudo- 
monas fluorescents par trois techniques différentes en utilisant le 
p-hydroxybutyrate sous sa forme D-L. 

Sept souches sont extraites de 2 terres différentes par la méthode des 
plaques de silicogel de Winogradsky : 1 plaque de silicogel de 8 cm de 
diamétre est imprégnée d’une solution nutritive minérale 4 pH 7 conte- 
nant 100 mg de nitrate de potasse et 100 mg de p-hydroxybutyrate de 
sodium, Une vingtaine de grains appartenant A une terre donnée sont 
placés 4 sa surface. Aprés deux A trois jours d’étuve, certains grains 
ont donné naissance 4 une colonie de Pseudomonas fluorescents qui 
peuvent étre isolés. Dans cette technique, seuls les germes utilisant le 
substrat en compétition envahissent le silicogel. Nous avons isolé [es 
autres souches rapidement avec une méthode d’enrichissement moins 
rigoureuse, mais fournissant pratiquement des résultats analogues. 

Seize souches sont extraites de 13 terres différentes par la méthode 
des cultures spontanées en terre moulée. 5 g d’une ierre donnée, 
placés dans un petit couvercle métallique de 4 cm de diamétre sont 
imprégnés d'une solution tampon & pH7 dans laquelle sont dissous 
50 mg de p-hydroxybutyrate de sodium et 50 mg de phosphate biam- 
monique. La surface de la terre, amenée & un taux convenable d’humi- 
dité, est lissée avec une spatule. Aprés deux ou trois jours d’étuve, 
la surface de la terre est couverte de petites colonies qui sont ramassées 
par grattage avec une anse de platine. Les germes sont mis en suspen- 
sion dans de l’eau stérile et isolés. Nous avons appliqué cette technique 
4 20 terres ; aucune colonie n’était visible sur 2 de ces terres apres 
quatre jours d’étuve ; 5 terres se couvraient de colonies formées par 
des germes qui n’étaient pas des Pseudomonas, comme le montrait 
lexamen des boites de Petri d’isolement ; 13 terres se couvraient de 
colonies dont certaines. étaient formées de Pseudomenas fluorescents, 
au milieu de colonies d’autres germes. 

Vingt-sept souches sont extraites de 18 terres différentes par ta 
méthode simple suivante : dans un tube de 17 mm de diamétre, renfer- 
mant 2 cm* de milieu minéral liquide, stérile, contenant 1 p. 100 de 
nitrate de potasse et 1 p. 100 de p-hydroxybutyrate de sodium, un 
petit grain d’une terre donnée est ensemensé ; aprés deux a trois jours 
d’étuve a 30°, le liquide est trouble et les germes qui ont poussé sont 
isolés. En ensemencant 31 grains appartenant a des terres différentes, 
nous avons obtenu des Pseudomonas fluorescents a partir de 18 de 
ces grains ; 14 de ces 18 grains avaient développé dans le milieu liquide 
une culture de Pseudomonas fluorescents semblant pure a |’examen 
microscopique, et les colonies obtenues lors de l’isolement des germes 
de cette culture étaient toutes des colonies de Pseudomonas fluores- 
cents ; 13 autres grains avaient développé dans le milieu liquide une 
culture de germes qui n’étaient pas des Pseudomonas fluorescents. 


Les germes du sol n’appartenant pas au genre Pseudomonas 
et appara’ssant comme ces derniers au contact du p-hydroxyburate 
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sont étudiés dans une autre note [4]: la grande majorité de ces 
eermes «appartiennent au groupe Neisseria winogradskyi. Les 
souches de Pseudomonas fluorescents ainsi obtenues provenaient 
done de 33 échantillons prélevés en des régions de France géogra- 
phiquement dispersées dans des terres de vocation Gutlarale 
variée. 

Les souches isolées par leur culture sur un milieu nutritif 
minéral renfermant du p-hydroxybutyrate de sodium poussaient 
aussi bien sur le méme milieu minéral: renfermant de lacéto- 
acétate de potassium. Nous avons alors isolé 19 souches de Pseu- 
domonas fluorescents, en utilisant l’acéto-acétate a Ja place du 
6-hydroxybutyrate : 86 grains de terres différentes sont déposés 
au fond d’un tube contenant 2 cm* de milieu nutritif minéral 
liquide a dep. 100 d’acéto-acétate de potassium ; aprés deux a trois 
jours d’étuve a 30° le liquide est trouble ; dans 16 tubes ce trouble 
était di a des Poevdomenae fluorescents et dans 8 de ces 16 tubes 
le liquide trouble semblait contenir uniquement des “Pseudomonas 
fluoreseents ; dans les 20 autres tubes, il n’y avait pas de Pseudo- 
monas fluorescents, mais d’autres germes qui appartenaient 
souvent au groupe Neisseria winogradskyt. 

2° Etude bactériologique. — Les cultures étaient placées dans 
une étuve a 30° et observées en général pendant dix jours ; 
Vacidification de divers oses et alcools était étudiée en présence 
de rouge de phénol dans de l’eau peptonée contenant 5 p. 1 000 
de peptone et 20 p. 1000 de substrat hydrocarboné. L’aération 
facilitant la croissance, le milieu était réparti en tubes de 17 
a raison de 2 cm*® seulement par tube. Apres quinze jours de 
culture dans de l’eau peptonée renfermant 1 p. 100 d’amidon, 
I goutte de lugol donnait une coloration hleue si l’amidon n’avait 
pas été totalement utilisé. La croissance en gélose VF était recher- 
chée avec la technique courante. Pour faciliter Vobservation de 
ses modifications, le lait était utilisé sans tournesol. La production 
de SH, en eau peptonée a 1 p. 100 d’hyposulfite de soude était 
recherchée pendant quatre jours avec un papier imprégné d’acétate 
de plomb. Aprés quatre jours l’indol était recherché en eau 
dager a 1 p. 100 de nitrate, la production de nitrite était 


echerchée par le réactif de Griess et la production de gaz avec 
une cloche. 


REsULTATS ET piscusston. — Toutes ces souches étaient mor- 
phologiquement semblables : batonnets mobiles, les éléments 
dominants ayant environ 1 p 41,5 w de long sur 0,4 de large. 
Elles produisaient dans les cultures sur bouillon ou gélose a hase 
de viande un pigment vert fluorescent ; elles ne prenaient pas le 
Gram el étaient aérobies strictes, elles acidifiaient rapidement 
glucose, galactose, xylose, arabinose, le rouge de phénol ayant 
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viré au jaune au bout de vingt-quatre a quarante-huit heures de 
culture, et le Iévulose plus tardivement, le virage du rouge de 
phénol débutant le troisiéme ou le quatriéme jour. Elles n’aci- 
difiaient pas le lactose et ne formaient pas d’indol. Aucune souche 
ne produisait de pyocyanine, méme sur pomme de terre glycé- 
rnée. Toutes les souches testées (22 souches) cultivaient a 4° 
en quelques jours et ne se développaient pas a 42° en vingt-quatre 
heures méme lorsqu’elles étaient capables de croitre a 37°. Ces 
caractéres, comme l’a observé Seleen, appartiennent seulement 
aux souches non pyocyaniques et a leur quasi totalité. Une parenteé 
existe donc entre toutes ces souches de Pseudomonas fluorescents ; 
il s’y ajoute la parenté physiologique étroite utilisée pour l’isole- 
ment de ces souches : l'utilisation dans un milieu minéral nitraté 
du p-hydroxybutyrate en compétition avec toute Ja flore du sol. 

Les Pseudomonas fluorescents décrits par Bergey sont presque 
tous aérobies facultatifs, les travaux originaux  s’appuyant 
parfois sur une croissance en milieu solide le long de la strie 
dinoculation. Seleen, en face des résultats contradictoires de la 
bibhographie, conclut a lV’aérobiose stricte des Pseudomonas, y 
compris les pyocyaniques classiquement facultatifs. Nos souches, 
toutes non pyocyan:ques, et ne nous permettant pas de prendre 
parti sur ce groupe, étaient aérobies strictes, en accord avec 
Seleen : ensemencées dans la masse d’un tube de gélose VF, 
elles cultivaient seulement a la surface sous forme d’une mince 
pellicule ; des cultures en bouillon sous vide confirmarent ce 
résultat. Devant des Pseudomonas fluorescents non pyocyaniques 
déclarés aérobies facultatifs, une technique défectueuse doit étre 
suspectée. 

L’acidification du glycérol et du mannitol n’était observée 
qu’avec certaines souches d’une maniére tardive et inconstante ct 
nous n’avons pas tenu compte de ces caractéres dans les 
conditions ot ils étaient recherchés. Dans les conditions ot nos 
souches étaient placées, aucune production d’hydrogéne sulfuré 
n’était décelable, sauf pour une souche qui en produisait une 
pelite quantité. 

La parenté des souches étudiées ne s’étendait pas a tous leurs 
caractéres, comme le montre le tableau ci-joint. Nous avons 
observé une corrélation constante entre la liquéfaction de la 
gélatine et la coagulation du lait suivie de sa digestion. Jordan 
Yavait notée [5]; Seleen ne parle pas de coagulation, mais il 
observe la digestion du lait exclusivement chez les souches 
liquéfiant la gélatine et sur presque toutes ces souches. 

Nos groupes ont été comparés a la classification de Selcen cl 
2 celle de Bergey. La classification de Seleen, sortie d’une étude 
poussée, est la plus intéressante ; elle révéle limportance de la 
température de 42° et attire l’altention sur la réduction par 
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cerlaines souches des nitrates en gaz, caractére biologique rare, 
dont Seleen montre la constance, en eau peptonée comme en 
milieu minéral. Parmi les 13 groupes ott Seleen a rangé 158 Pseu- 
domonas non pyocyaniques, les groupes Il, Tf, IV et X ren- 
ferment 4 eux seuls 136 souches ; 67 de nos souches peuvent yv 
rentrer ; 63 appartenant 4 nos groupes II et III rentrent dans les 
groupes X et IV de Seleen qui sont aussi les plus importants. 

La classification de Bergey ne tient pas compte des travaux 
systématiques, comme ceux de Seleen, décrivant avec beaucoup de 
caracteres un grand nombre de types différents sans les baptiser. 
Elle reproduit des descriptions d’espéces dues le plus souvent a 
d’anciens auteurs travaillant séparément et parfois sur une seule 
souche ; ces descriptions sont riches de caractéres  culturaux 
inutilisables en fait et trés pauvres en caractéres biochimiques : 
pratiquement ces espéces sont définies par cing caractéres seu- 
lement : hquéfaction de la gélatine, action sur le lait, production 
de nitrites et d’indol et croissance 4 37°. La clé dichotomique de 
Bergey suggére qu'il existe des différences profondes entre les 
Pseudomonas se développant a 37° et ceux qui ne se développent 
pas ou pauvrement a cette température. Dans nos groupes 
importants se trouvent des souches identiques qui different pour 
le seul caractére de croissance 4 37°, les unes se développant 
aussi bien qu’a 30°, les autres moins bien ou presque pas. La 
température de 37° doit étre abandonnée pour celle de 42°, dont 
Seleen a montré |’intérét. Le manuel de Bergey se livre a une 
multiplication de ces espéces trés mal définies : une vingtaine 
isolées du sol; il en résulte que plusieurs tombent en synonymie 
(Ps. ovalis, convexa, mildenbergit) et que certaines ne different 
que parce qu’un caractére a été recherché chez lune sans 
Vavoir été chez l'autre (Ps. schuylkilliensis et effusa). 

Ces espéces ne sont praliquement pas utilisées par les spécia- 
listes des Pseudomonas fluorescents ; lorsqu’elles apparaissent 
dans la littérature, elles représentent des souches de collection 
servant de matériel d’étude. Stanier déclare quil n’existe pas 
actuellement de divisions valables du groupe Pseudomonas fluo- 
rescent en espéces (6]; Seleen rapproche un seul de_ ses 
4 groupes importants de Pseudomonas non pyocyaniques de la 
classification de Bergey : il constate briévement « quelque res- 
semblance » entre son groupe X et Pseudomonas ovalis ou 
convera. La division des Pseudomonas fluorescents en un grand 
nombre « d’espéces » représente mal la parenté de ces germes 
observée par Seleen et par nous-mémes ; pour le profane, a la 
lecture du manuel de Bergey, aucun caractére commun ne montre 
qu’il existe une parenté entre tous les Pseudomonas fluorescents ; 
dautre part, s'il peut étre commode de désigner un groupe par 
un nom d’espéce, ce peut étre une cause d’erreur : concevoir ces 
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groupes comme toujours homogénes et netlement séparés. Or, les 
différences entre deux souches de Ps. schuylhilliensis (Ill a avec 
les autres groupes III) peuvent étre regardées comme aussi 
importantes ou plus importantes que les différences entre une 
souche de schuylkilliensis et de convexa (Illa et H). Le tableau 
de Seleen montre aussi le caractére arbitraire des barriéres 
dressées entre les groupes ; mises A part les souches produisant 
de la pyocyanine, chaque groupe, comparable aux especes de 
Bergey, perd son homogénéité dans les caractéres de sous- 
eroupes ; ceux-ci se répartissent comme au hasard dans chaque 
groupe, rapprochant des souches de groupes différents et sépa- 
rant des souches d’un méme groupe, et deux souches appar- 
tenant a des groupes différents apparaissent plus voisines que 
deux souches d'un méme groupe. 


Résumé. — 69 souches de Pseudomonas fluorescents utilisant 
en compétition le p-hydroxybutyrate ou Vacéto-acétate: sont isolées 
du sol ot ces germes apparaissent trés répandus. Ce sont de 
petits batonnets mobiles ne prenant pas le Gram, aérobies stricts 
acidifiant glucose, galactose, xylose, arabinose et lévulose, ne 
produisant pas de pyocyanine, ni d’indol. Les souches sont 
rangées en quatre groupes en utilisant la réduction des nitrates 
en gaz, la lquéfaction de la gélatine, Vaction sur Je lait et la 
production de nitrites; des sous-groupes sont formés d’aprés 
Vacidification du saccharose et du maltose. 

Les résultats sont comparés a la classification de Seleen et a 
celle de Bergey. Mais la classification de Bergey crée des 
espéces trés mal définies dont plusieurs sont synonymes. Le 
caractére de culture a 37° quelle utilise—doit étre rejeté; le 
earactére @aérobiose facultative doil étre suspeclé d’erreur. Ces 
espéces sont jJusqu’a présent restées inutilisées ou n’ont été 
utilisées qu’avec géne au cours des travaux systématiques ; elles 
représentent mal la réalité, car elles masquent la parenté de ces 
germes et ce quil y a actuellement d’arbitraire dans la formation 
des groupes ott ils sont cloisonnés. 
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IMMUNOLOGIE DE L’HEMOLYSE 


MODALITES DE L’ACTION tNHIBITRICE DES SERUMS NORMAUX 


par R. LAPORTE. 


(Unslitut Pasteur. Service de Sérologie.) 


Dés les prem:¢res recherches immunologiques, la lyse, par le 
complément contenu dans un sérum frais, de globules rouges ayant 
fixé un anticorps spécifique, s’est révélée une réaction de méca- 
nisme complexe, soumise a des actions de sens contraires, favo- 
risantes ou inhibitrices. 

Si, en particulier, l’existence de facteurs sériques inhibiteurs 
parait bien établie [4, 2, 3, 4, 5, 6, 7], leur étude repose sur des 
observations, pour la plupart anciennes, que les méthodes 
actuelles d’analyse sérologique permetlent, croyons-nous, de 
reprendre. Les techniques d’hémolyse conditionnée par ]’adsorp- 
tion d’un antigéne étranger a la surface des globules et ]’action 
ultérieure de l’anticorps correspondant, puis du complément /8, 9), 
fournissent notamment un moyen nouveau d’investigation ; la base 
du présent travail étant étude de Vaction comparée de sérums 
normaux frais (compléments) d’espéces animales variées sur des 
globules de méme espéce ou d’espéce différente, diyersement 
sensibilisés. 

L’existence de sérums dont lVaction complémentaire semble 
spécialement entravée dans le processus de lyse de globules sensi- 
bilisés de certaines espéces est anciennement connue [40, 44): 
il en est souvent ainsi pour les sérums agissant sur des 
globules homologues, mais parfois aussi sur des globules d’une 
autre provenance. 

Partant de ces données, nous avons entrepris cette étude, afin 
de rechercher si l’inhibition de Vactivité lytique du sérum d’une 
espéce animale dépend, en premier lieu, de Ja nature spécifique 
des globules sensibilisés qui lui sont soumis, et si le mode de 
sensibilisation intervient également pour conditionner — celtic 
activité, 

TECHNIOUES. — PREPARATION DES REACTIFS. 

1° Compléments. — Ce sont des sérums fraichement recueillis par 

ponction veineuse ou saignée & Ja carotide. Il est essentiel, dans 


(*) Société francgaise de Microbiologie, séance du 8 mai 1952. 
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chaque expérience, de comparer des compléments de plusieurs indi- 
vidus de chaque espece afin d’observer les différences quantitatives et 
de savoir si les propriétés étudiées (action lytique et effet inhibiteur) 
varient parallélement ou non. 

Pour étudier l’action d’un complément sur des globules de méme 
espece, la technique la plus simple permettant d’éviter l’action d’iso- 
hémolysines consiste A utiliser les globules et le sérum d’un méme 
animal, Les sérums agissant sur des globules d’une autre espéce doivent 
étre débarrassés des hémolysines naturelles par une absorption préatable, 
sauf dans de rares cas ov celles-ci sont généralement absentes (par 
exemple le complément de cheval est dépourvu d’hémolysines pour 
les hématies de mouton et d’homme). A la technique classique 
d’absorption & 0° qui ménage parfaitement le complément mais qui 
se révéle souvent insuffisante, nous ajoutons une absorption a 37°, 
en milieu citraté dans lequel la fixation du complément est inhibée, 
mais non pas celle des anticorps. Le sérum ayant dissout 2 p. 100 de 
citrate trisodique est traité par son volume de culot globulaire lavé ; 
apres séjour du mélange pendant trente minutes & 37° avec de fré- 
quentes agitations, on centrifuge et on procede, si cela est nécessaire, 
4 une ou plusieurs autres absorptions identiques. Le sérum décanté 
apres la derniére centrifugation est recalcifié par une dose optima de 
CaCl, ; on ajoute, en outre, une trace d’une solution de SO,Mg. A titre 
dexemple, nous signalerons que 2 absorptions a 37°, en milieu citraté, 
suffisent pour éliminer les hémolysines anti-homme du sérum de 
mouton normal ; le méme sérum doit d’abord étre traité par des glo- 
bules de cobayes 4 0°, sans citrate, puis soumis a l’absorption a 37° 
avec citrate, pour étre débarrassé des hémolysines naturelles anti- 
cobaye qu’il contient toujours en abondance. 

2° Sérums hémolytiques. — Ces sérums ont été obtenus suivant la 
méthode courante, par des injections intraveineuses répétées, A inter- 
valles réguliers (cing & huit jours), d’hématies lavées provenant de 
plusieurs individus de méme espéce (10 au moins) ; pour homme il 
a é6lé fait usage de globules 0. Saignée des animaux immunisés huit 
a dix jours aprés la derniére injection. Pour chaque sorte de globules 
nous avons préparé des sérums hémolytiques chez deux espéces ani- 
males différentes : 

Sérum de cheval ) 


Sérum de lapin | anti-mouton. 


Sérum de cheval } 


Sérum de bouc $ anti-homme. 


Sérum de cheval 


Sérum de cobaye anti-lapin. 


Sérum de lapin anti-chien. 


Sérum de lapin 


Sérum de cobaye i anti-cheyal. 


Sérum de lapin 


Sérum de cheval { ti cobaye. 


Sérum de lapin 


Sérum de cheval § @ti-boeuf. 
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3° Réactifs pour Vhémolyse conditionnée. — Les globules de diffé- 
rentes provenances ont été sensibilisés avec un filtrat. sur bougie 
Chamberland d’une macération de corps microbiens obtenus avec 
10 souches de Salm. typhi de constitution antigénique compléte. Avant 
centrifugation et filtration cette macération avait été chauffée pendant 
une heure 4 56°. La sensibilisation des globules s’effectuait dans les 
conditions déterminées 4 l’avance pour qu’elle soit maxima (suspension 
des globules dans vingt fois leur volume de filtrat, séjour de deux 
heures 4 37°, 3 lavages A l’eau physiologique). Les sérums_anti- 
typhiques ont été obtenus par injections intraveineuses du méme 
filtrat 4 2 moutons, 12 lapins et 2 chevaux. 


MESURE DE L’ACTIVITE LYTIQUE D’UN COMPLEMENT DANS UN SYSTEME HEMO- 
LYTIQUE DoNNE. — Elle s’effectue suivant la technique que Kolmer a mise 
au point pour sa réaction de fixation du complément dans la 
syphilis [42]. Dans un temps préparatoire le sérum hémolytique est 
titré suivant la technique que nous avons préconisée [43, 44] : déter- 
mination du taux de dilution le plus élevé permettant l’hémolyse 
totale, en une heure 4 37°, en présence de la dose minima active du 
complément étudié. 


MESURE DE L’ACTIVITE INHIBITRICE D’UN SERUM FRAIS UTILISE COMME 


SOURCE DE COMPLEMENT. — a) Avec un systéme hémolytique habituel 
(c’est-a-dire comportant l’usage d’un sérum hémolytique anti-globules 
normaux). — Ainsi que Muir l’a autrefois établi [10], on peut évaluer 


Vactivité lytique d’un complément pour des globules d’une espéce 
donnée en déterminant quel est le degré le plus faible de sensibili- 
sation des globules permettant, en un temps fixe, l’hémolyse totale 
en présence de ce complément pris a dose optima. Cela revient a déter- 
miner Je taux limite de dilution du sérum hémolytique lorsqu’on 
l’utilise avec ce complément. En comparant ensuite le taux trouvé avec 
celui que l’on obtient pour le méme échantillon de sérum hémotytique 
employé avec les mémes globules mais en présence d’un complément 
d’une autre espéce, plus actif pour ces globules, on peut en quelque 
sorte mesurer le pouvoir inhibiteur du premier complément par rapport 
au second. Plus la sensibilisation des globules doit étre forte pour que 
la lyse totale soit obtenue, plus le pouvoir inhibiteur est élevé. 

La technique de détermination du titre d’un sérum hémolytique 
consiste a préparer dans un premier temps une série de dilutions en 
progression géométrique du sérum A titrer (1/10, 1/20, 1/40...). On 
distribue 0,5 cm? de chaque dilution dans une rangée de tubes, puis 
on ajoute dans tous les tubes 0,5 cm® d’une dilution optima du complé- 
ment & essayer (1) et 0,5 cm® de la suspension globulaire 4 2 p. 100. 
Lecture apres quarante minutes au bain-marie A 37°; le taux de la 
dilution du sérum donnant lhémolyse totale indique le titre. 

b) Avec des globules sensibilisés par firation d’un antigéne étranger 


(1) Pour déterminer le taux de dilution optima du complément on 
effectue plusieurs titrages du sérum hémolytique en présence de doses 
variables de complément. La plus faible concentration du complément 
compatible avec le titre le plus élevé du sérum représente Je taux de 
dilution optima cherché. 
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et action secondaire de Vimmunsérum correspondant (hémolyse condi- 
tionnée). — La méthode de mesure de Vactivité inhibitrice d’un 
complément est tout a fait semblable ; comparaison du taux limite de 
dilution de Vimmunsérum réalisant Vhémolyse totale de globules 
sensibilisés par l’antigéne, en présence d’un exces de deux compléments 
activité inbibitrice différente. 


INHIBITION PAR LES SERUMS FRAIS. 


De nombreuses expériences de réactions croistes cffectuces 
dans les conditions qui viennent d’étre exposées et qu'il est impos- 
sible de relater en détail, nous pouvons déduire un certain nombre 
d’ observations eénérales ; 

1° Le pouvoir inhibiteur d’un sérum frais d’une espéce animale 
donnée, agissant comme complément dans un systéme hémoly- 
tique déterminé, varie suivant lespéce des globules utilisés et ne 
dépend pas, ou ne dépend que, dans une faible mesure, du mode 
de sensibilisation de ces globules. Cela ressort de la lecture du 
tableau I. On voit bien que, d'une maniére générale, un complé- 
ment pris a son optimum de dilution exige que lia sensibilisiation 
des US: qui lui sont soumis atteigne un certain niveau qui 
varie avee Vespece de ces globules, mais, par contre, le mode de 
sensibiisation des elobules (par des sérums hémolytiques prove- 
nant d’especes animales variées ou par fixation d'un complexe 
antig¢ne-anticorps étranger) ne fait varier que faiblement ce seuil 
de sensiblisation minima (2). Une seule exception nolable, c’est 
le cas des globules de mouton qui sont trés peu sensibles au 
complément homologue lorsqwils sont préparés avec un sérum 
héemolytique de cheval ou de lapin, mais qui se montrent presque 
aussi sensibles & ce méme complément qu’au complément de 
cobaye lorsque leur sensibilisation a été obtenue par fixation 
dantigénes typhiques suivie de l’action ultérieure d’un sérum anti- 
typhique de mouton, de lapin ou de cheval. Faut-il en conclure 
que la fixation de ces complexes anligénes-anticorps étrangers ne 
s‘effectue pas sur les mémes zones de la surface globulaire que 
celles ot. se fixent les anticorps hémolytiques ? Cette hy pothese 
semble assez vraisemblable ; il serait logique de penser que si 
les zones sensibles distinctes ont une configuration différente, elles 
manifestent de ce fait une aptitude également différente A subir 
Ja transformation de nature encore inconnue qui entraine la lyse 
et qui résulte de la fixation du complément a leur niveau. 

2° Le pouvoir inhibiteur d’un sérum frais utilisé 


comme 
complément dans un systéme hémolytique donne est 


sans rela- 


(2) Rappelons que ce seuil de sensibilisation minima ne peut étre 
apprécié que par comparaison des effets de compléments différents 
Vimmounsérum (directement ou indirectement hémolytique) 


: interve- 
nant aussi suivant sa richesse en anticorps. 


it i 
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TABLEAU I. 


| HEMOLYSE PAR SERUM HEMOLYTIQUE 


HEMOLYSE CONDITIONNEE 


Sérum hémolytique 


a 


CS GO sae eC eo Se ey 


iBouc anti-homme (n° 1) . 
ails. eel) (a CeCe ee ane 


= 


‘Cheval anti-mouton (n° 770). 

Ll de “Sip Maan ees le 

‘4d. ou lapin anti-mouton (22) 
de méme titre 


1 SPs Ker 16.) |S 


Lapin anti-cobaye (n° 5). . 
tC ere 


‘Cheval anti-homme (n° 41)./Homme. 


Lapin anti-cheval (n° 7) . 


Lapin anti-chien (n° 5)... 
id. (4). 


Lapin anti-porc (n° 9)... 


WORN se! elms) el te) te! Me, ie See» be 


Hh 


5 a g 
d zz eeu linvaah in fe Ee 
ie eS | ses | $33 22 oe 
B re EOE Sei BoP Sse 
ES = eee oer es Bes 
= o5 SS oa“ og = 2 
os 2 a °S 3 
wm — uo) 
Homme, 4/2.}41/40 Homme.|Homme, 1/2.) 1/320 
Id. |Mouton, 1/40./4/230 Id. |Mouton, 1/8.| 4/4 280 
Id. Cobaye, 1/2. |1/20 Id. Cobaye, 1/15.) 1/160 
Id. |\Homme, 1/2./4/80 
Id. |Mouton. 1/10./4/2 500 Id. 
Id. Cobaye, 1/2. |1/10 
Mouton.|Mouton, pur.} 1/80 Mouton. |Mouton, 1/4 | 4/5 000 
Id. Cheval, pur. |1/80 Id. Cobaye, 41/15.| 4/20 000 
Id. 
Id.  |Cobaye, 1/20.}1/40 000 
Cobaye. | Cobaye, 1/2. |1/80 Cobaye. | Cobaye, 1/2. | 1/640 
Id. |Mouton, 4/2./1/5 000 Id. Mouton, 4/2.] 1/10 000 
Cheval. | Cheval, pur. | 4/410 Cheval. | Cheval, pur.| 1/10 < 
Id.  |Cobaye, 1/20./1/5 000 Id. Cobaye, 1/10.) 4/1 260 
Id- |Mouton, pur.}1/800 Id. Mouton, pur.} 4/80 
Chien. | Chien, pur. | 1/10 Chien. | Chien, pur. | 1/10 
Id. |\Cobaye, 1/20.)1/10 000} Jd. |Cobaye, 4/40.) 1/640 
Pore. | Porc, pur. |4/10< Pore Pore, pur. | 4/10< 
Id. |Cobaye, 41/5.)1/640 Id. Cobaye, 41/5. | 1/160 
Id. |Mouton, 1/2.}1/80 Id. Mouton, 1/2.} 1/2u 
Lapin. | Lapin, pur. |4/5 000 | Lapin. | Lapin, pur. | 1/300 
Id. Cobaye, 1/5. {41/4 280 Id. Cobaye, 4/5. ;, 1/300 
Id. |Homme, 1/2.}1/2 500 Id. Homme, 1/2.) 1/300 
Id. |Mouton, 1/5./4/40 000 Id. Mouton, 1/5.| 1/2 500 


Dans tous les cas ou elles existaient, les hémolysines naturelles ont été ¢liminées des échantillons de 
sompléments, par absorption, (voir techniques). Lorsque le complément et les globules étaient de méme 
sspéce, ils provenaient du méme individu, Les résultats représentent des moyennes de plusieurs expériences 
Je fagon a neutraliser les différences individvelles. i . . E 

(1) Pour chaque espéce de globules, deux sérums hémolytiques obtenus chez des animaux d’espéce 
lifférente ont é16 utilisés. Les résultats n’ont été rapportés que pour un seul de ces sérums, !’aulre s‘étant 
oujours comporté d'une fagon analogue. — f 

(2) Trois sérums anti-typhiques ont été essayés pour chaque expérience (mouton O. N., lapin n° 3, et 
sheval 825). Ils ont constamment donné des résultats de méme ordre 


sérum : Mouton O. N. 


: les résultats rapportés concernent le 
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tion avec la force du complement de ce sérum (telle quelle est 
mesurée par le titrage classique). Cela résulte nettement, dans 
exemple particulier du complément de mouton, de la lecture du 
tableau IL qui contient, pour des échantillons de sérums_ frais 


TABLEAU II. 


LL f 


VOLUME (EN CM) TITRE 

Cun sérum 

‘ hémolytique 

dans un systéme hémolytique anti-mouton 
avec 

chaque échantillon 


NUMERO ee! 
de complément représentant une unilé 
de léchantillon 


de sérum de mouton 


, if de sérum 
(complément) Anti-homme Anti-mouton de mouton 
Ne pices? et 0,145 au 4/8. 0,15 au 41/2. 4/80 
22 phere ks 0,20 — 0.10 —_— 4/320 
SO Pree ate ec, Mae oe tek 0,35 — 0,25 — 4/40 
Mn igrrrniee 4 ents es 0,35 — 0,25 — 4/20 
Bae c 0,30 — 0,20 _- ALAN) 
6 A sat, oe te OS 0,45 — OFS — 1/160 
Ft Ver ee Oe tn ee eee 0,20 — (ee is) —_ 4/20 
eee ee aL SL ie ee 0,20. = 1/160 
as oe ree 0,30 — 0,15 — 4/20 
16 ay felis 0,20 — 0,145 — 4/10 


de mouton provenant dindividus différents, d’une part leur titre 
complémentaire (mesuré par Je volume de sérum_ représentant 
une unité Kolmer) en présence de globules humains et de glo- 
bules de mouton [ceux-ci ayant été sensibilisés au maximum (3)|, 
et, d’autre part, leur pouvoir inhibiteur mesuré avec un sérum 
hémolytique de cheval-anticmouton dont le taux de = dilution 
maxima avec du complément de cobaye est de 1/40 000. Toutes 
les autres expériences de méme type effectuées avec des complé- 
ments d’espéces animales diverses ont donné des résultats compa- 
rables a ceux que nous rapportons pour les sérums de mouton. 

A noter, d’aulre part, les différences individuelles trés notables 
qui concernent le pouvoir inhibiteur ; avee le sérum de mouton ces 
différences sont plus marquées, en général, que celles que lon 
rencontre pour la force du complément. Il est remarquable, par 
ailleurs, que le sérum frais de mouton constitue un complément 
généralement actif pour les globules humains; nous avons 
constalé qu'il est parfaitement utilisable avee ces globules pour 
les réactions de fixation du complément avee différents syst¢mes 
fixateurs. 


(3) Chaque échantillon de sérum a été titré avec une suspension 


elobulaire standardisée, préparée avec les globules rouges du méme 
animal. 
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3° L’activité inhibitrice d’un sérum frais, qui, lorsqu’elle est 
élevée, oblige de sensibiliser trés fortement les globules pour 
obtenir leur lyse par ce sérum employé comme complément, 
n’empéche pas ce complément de se fixer sur les globules lors- 
quwils sont insuffisamment sensibilisés. Cette fixation sans lyse 
peut entrainer, pour les globules qui en sont |’objet, une dimi- 
nulion de leur sensibilité a un complément actif ou méme a un 
surcroit de sensibilisation. 

Effectuons, par exemple, l’expérience suivante : 3 séries iden- 
tiques de tubes contiennent 0,5 cm* de sérum hémolytique de 
lapin ou de cheval anti-mouton dilué a doses décroissant en 
progression géométrique de gauche a droite. Tous les tubes de 
la premiére série recoivent en outre 0,5 cm* de complément pur 
de cheval ou de mouton et la méme dose d'une suspension 
12 p. 100 de globules de mouton. Ceux de la deuxiéme série ne 
recoivent que 0,5 de complément et pas de globules ; ceux de la 
troisiéme série 0,5 de suspension globulaire et pas de complé- 
ment. Aprés un séjour des trois séries pendant quarante minutes 
au bain-marie 4 37°, seuls les premiers tubes de gauche de la 
premiere série présentent une hémolyse. Le dernier tube a 
contenu hémolysé indique le titre du sérum hémolytique avec le 
complément inhibiteur (1/160 par exemple). On enléve les tubes 
de gauche de la premiére série jusqu’a celui ot s’arréte !hémo- 
lyse et l’on centrifuge alors les tubes restants de cette série et 
tous ceux de la troisiéme série; on écarte enfin le surnageant 
de tous les tubes centrifugés. Tous les culots globulaires sont 
remis en suspension dans 1 cm? d’eau physiologique, puis on 
ajoute, dans tous les tubes des 3 séries, 0,5 cm*® de complément 
actif de cobaye dilué au 1/20. Enfin les tubes de la série II qui 
nen contiennent pas encore recoivent 0,5 cm*® de la suspension 
globulaire. Apres un second séjour de tous les tubes pendant 
quarante minutes 4 37° on lit le résultat de l’expérience : tout 
d’abord la série III, qui contenait des globules sensibilisés et du 
complément de cobaye, permet de noter le titre du sérum hémo- 
lylique avec ce complément, par exemple 1/40 000; la série II 
montre que la présence en plus de sérum de cheval, ou de 
mouton, n’affecte pas sensiblement ce titre (1/20 000 par exemple), 
cela a la condition que le complément de cobaye agisse avant que 
celui de cheval ait eu le temps de se fixer sur les globules sensi- 
bilisés. Par contre, pour les tubes de la premiére série, dans les- 
quels action du complément de cobaye a été précédée par celle 
du complément inhibiteur, ’hémolyse n’apparait que dans les 
tubes contenant le sérum hémolytique le plus fortement dilué 
(entre les tubes 1/5000 et 1/20 000), ceux entre le 1/160 et le 
1/5 000 qui auraient di hémolyser avec le complément de cobaye 
ne l’ont pas fait. Done Vaction du complément inhibiteur précé- 
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dant celle du complément actif a suffi pour proteger des globules 
assez sensibilisés pour étre lysés par le complément actif agissant 
seul. I] est aisé de vérifier le fait, signalé par les premiers auteurs, 
que les globules insuffisamment sensibilisés pour etre lysés par 
le complément inhibiteur fixent bien néanmoins ce complément 
qui disparait du surnageant (le titrage pouvant en étre fait avec 
un systéme hémolytique anti-humain dans lequel le complément 
de cheval est actif). Nous avons constaté aussi que l’hémolysine 
était également absente du contenu de ces tubes, le surnageant 
nvavait pas d'action sur des globules de mouton en présence de 
complément de cobaye en exces. 

Cet effet protecteur qu'un complément inhibiteur exerce sur des 
elobules faiblement sensibilisés, et qui parait di a une fixation 
non suivie de lyse, peut trés facilement étre mis en évidence pour 
les compléments de certaines espéces, tels ceux de mouton et de 
cheval. Chez ?homme, un mécanisme semblable de protection se 
révele lorsque des globules humains insuffisamment sensibilisés 
sont soumis a l’action d’un complément @homme ou de cobaye ; 
ces globules deviennent alors résistants & un complément de 
mouton (débarrassé bien entendu de ses hémolysines naturelles 
anti-homme) qui est actif sur des globules ayant le méme degré de 
sensibilisation, mais sur lesquels le complément inhibiteur ne 
s'est pas fixé. Comme l action imhibitrice, cet effet protecteur 
varie aussi suivant les individus. 

Signalons enfin que la protection peut aussi se maintenir 
lorsque des globules insuffisamment sensibilisés, et qui ont fixé 
in complément inhibiteur, sont soumis dans un second temps a un 
nouvel apport d’hémolysine en quantité suffisante pour lyser 
des globules non protégés par cette fixation antérieure. L’expé- 
rience réussit aisément avec la plupart des compléments de 
mouton (agissant sur leurs propres globules) ; le protocole expé- 
rimental est semblable a celui de l’expérience précédente, mais 
il est plus simple, la premiére série de tubes suffisant. Aprés le 
premier temps on ne centrifuge pas les tubes, mais on ajoute, 
dans tous ceux a droite du dernier tube qui présente de l’hémo- 
lvse, une nouvelle dose de sérum hémolytique égale a celle qui 
avait été versée dans le dernier tube a hémolyse totale. Apres le 
deuxiéme séjour a 37° on constate que l’hémolyse a été inhibée 
dans plusieurs des premiers tubes ott le second apport de sérum 
hémolytique avait eu leu. Le complément fixé sur les globules 
lors du premier temps avait done perdu son activité lytique meme 
en présence d’hémolysine a dose suffisante. Il est possible, avec 
certains | échantillons, de constater que la protection persiste 
meme 1 on ajoute du complément frais en méme temps que le 
deuxiéme apport de sérum hémolytique. Une autre forme de 
cette experience est réalisée en ajoutant a des globules + compleé- 
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ment inhibiteur des doses fractionnées de sérum hémolytique 
a des intervalles réguliers et suffisants, pendant que l’ensemble 
est maintenu a 37°. On constate alors que les globules peuvent 
supporter, sans étre lysés, des quantités de sérum hémolytique 
notablement plus élevées que celles qui auraient entrainé une lyse 
tolale si elles avaient été apportées en un seul temps. Ces deux 
types d’expériences sont reproductibles chez d’autres espéces que 
le mouton, mais les résultats sont en général moins nets. Mémes 
différences individuelles marquées. 


INHIBITION PAR LES SERUMS INACTIVES. 


De tous Jes faits que nous venons d’exposer, il résulte que, 
suivant la nature du sérum qui apporte le complément, hémo- 
lyse de globules rouges sensibilisés nécessite un degré de sensi- 
bilisation plus ou moins élevé et une consommation de complé- 
ment également variable, une partie de ce réactif disparaissant 
par fixation sur les globules insuffisamment sensibilisés. Que ces 
phénomeénes, qui se traduisent par une inhibition partielle de 
Vactivité lytique des hémolvsines, soient réellement dus a une véri- 
table action de blocage exereée par le complément lui-méme, cela 
parait établi par les expériences que nous avons décriles sur 
Vhémolyse de globules de mouton par le complément de cheval 
ou le complément homologue. Ces expériences ne réussissent pas 
avec un sérum de cheval inactivé par chauffage a 56°, ce sérum 
ninhibant pas la lyse secondaire par le complément de cobaye. 
Mais iJ est anciennement connu que le sérum de certaines espéces 
contient,.en outre, des facteurs inhibiteurs de ’hémolyse qui sont 
distincts du complément lui-méme. On les met en évidence par 
Vaction du sérum chauffé [4 a 7}. 

I] était intéressant de mettre au point une technique permettant 
de mesurer, avec le sérum frais lui-méme, activité inhibitrice de 
ces facteurs non complémentaires. Pour cela, nous avons mesuré 
la force lyvtique d’un sérum hémolytique pour une dose fixe de 
globules, en présence de quantités variables du = sérum_ frais 
a’ étudier. Mais Vaction inhibitrice n’étant mise en évidence 
quavec des globules de sensibilité variée, chaque dose de ce 
sérum frais a dt étre éprouvée en présence de la dose fixe de gto- 
bules et de doses variables du sérum hémolytique. Autrement dit, 
pour chacune des doses variables de sérum frais il nous fallait 
établir la courbe d’activité du sérum hémolytique en fonction du 
degré de sensibilisation des globules. Pour étre démonstratives, 
ces expériences ont dt étre faites avec toutes les conditions tech- 
niques rigoureuses. En particulier, l’agglutination des globules 
par le sérum hémolytique, qu: empéche le renouvellement du 
contact entre les réaclifs, doit élve neutralisée par une agitation 
constante du bain-marie, la fréquence de Vagitation variant avec 
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Vintensilté de Vagglutination. Ces expériences s’effectuant avec 
des réactifs tres riches en protéines (sérums faiblement dilués) 
et toujours tres frais, tout développement microbien élant eévite 
par addition d’antibiotique (streplomycine) 4 dose non blocante 
de V’hémolyse, la dessiceation étant enfin prévenue en opérant 
dans un bain-marie clos, lactivité du complément se maintenait 
fixe pendant toute la durée des expériences. La mesure de Vinten- 
sité de hémolyse était faite par évaluation de la densité optique 
au photo-colorimétre absolu de Bonét-Maury ; on exprimait 
ensuite les résultats en nombres de globules rouges lysés par 
unité de volume du sérum hémolytique. Les tubes séjournaient 
deux heures A 37°, et Vhémolyse était bloquée a la fin de lexpé- 
rience par addition dans tous Jes tubes d’une dose fixe de NaC] 
en solution a4 2,5 p. 100. 

Ne pouvant rapporter toutes les expériences effectuées avec 
des sérums et des globules de diverses especes nous donnons, 
a titre d’exemple, les graphiques fournis par deux types de 
sérums que l’on pourrait qualifier d’extrémes. Ces. graphiques 
ont été établis en portant en abscisse le rapport entre la dose 
de sérum hémolytique et celle de suspension globulaire (degré de 
sensibilisation) et, en ordonnée, le nombre (en millions) des glo- 
bules lysés par 0,001 cm’ de sérum hémolytique pur et correspon- 
dant 4 chacun de ces degrés de sensibilité différente [activité du 
sérum hémolytique} (4). 

Le complément du sérum de cheval (graphique 1) posséde, nous 
avons vu, une activité inhibitrice considérable dans la lyse de 
certains globules (cheval, mouton, boeuf...). Mais le graphique 
montre que, méme dans un de ces cas (hémolyse de globules 
homologues), lorsque la dose optima de complément est atteinte, 
Pactivité du sérum hémolytique arrive a son maximum et une 
dose plus forte de sérum frais n’exerce plus aucune action inhi- 
bitrice supplémentaire. 

A Vopposé, le sérum humain (graphique 2), dont le complé- 
ment semble peu inhibiteur, méme pour les globules homologues, 
se comporte différemment. Lorsque l’optimum de complément est 
réalisé, activité du sérum hémolytique atteint aussi son maximum. 
comme dans le cas précédent, mais si l’on opére avec des doses 
plus élevées de sérum frais, une nouvelle inhibition apparait, elle 
est dautant plus marquée que l’excés de sérum est plus fort. Celle 
inhibition est d’ailleurs aussi intense si lexrces de sérum humain 
est constitué par du sérum inactivé & 56°, ajouté a la dose de 
sérum frais représentant l’oplimum de complément. 

Donec, dans le cas du sérum humain, ainsi que pour d’autres 


(4) On met ainsi clairement en évidence Vopitmum de. sensibilisation 
des globules qui marque l’activité maxima du sérum hémolytique. 
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espéces (chien, cobaye...), il existe, en plus de l’action empé- 
chante que le complément exerce sur l’hémolyse lorsque la sensi- 
bilisation est trop faible, une action inhibitrice distincte et qui 
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Grapnique 1. — Lyse de globules de cheval par le complément 
du méme animal et du sérum hémolytique de lapin anti-cheval. 

En abscisse, le degré de sensibilisation des globules, le degré 1 correspond a 
0,01 cm? de sérum hémolytique au 1/256 pour 15 000 000 de globules; au 
degré 2 le sérum est dilué au 1/128; au degré 3 au 1/64... En ordonnée le 
nombre de globules (exprimé en millions) qui sont lysés par 0,004 cm* de 
sérum hémolytique. Ce nombre varie suivant le degré de sensibilisation des 
globules, 


peut étre intense. Nous avons constaté que cette action sup- 
plémentaire est fonction, contrairement 4 la premiére, du mode 
de sensibilisation des globules. En effet, des globules humains 
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sensibilisés par fixation d’un complexe antigéne-anticorps ¢lranger 
(antigene lyphique et sérum homologue) se comportent dans 
Vhémolyse provoquée par le sérum humain frais comme le font 
des globules de cheval sensibilisés par Vhémolysine correspon- 
dante et soumise ensuite a Vaction d’un sérum frais de cheval. 
C’est dire qu'une quantité de sérum frais représentant plus que 
Voptimum de complément n’apporte aucune action inhibitrice sup- 
plémertaire. Tous se passe done comme si les facteurs anti-hémo- 
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Grapuigue 2. — Lyse de globules humains par le complément homologue 
et du sérum hémolytique de cheval anti-homme. 


lyliques thermostables agissaient directement sur l’anticorps res- 
ponsable de Ja sensibilisation et se comportaient donc soit comme 
des anti-anticorps (hypothése ancienne de Muir), soit comme un 
antigéne sérique neutralisant les groupements actifs de l’anticorps. 

Signalons que ce pouvoir inhibiteur distinct du complément et 
résistant au chauffage du sérum est, lui aussi, trés variable d’un 
individu a Vautre, ‘dans une méme espéce. 


CONSIDERATIONS GENERALES. 


L’hémolyse par fixation des composants du complément sur 
des globules préparés par formation a leur surface de complexes 
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anligéne-anlicorps apparait comme un des meilleurs objets dl’ étude 
de l’interférence de substances étrangéres dans la réaction anti- 
gene-anlicorps et de influence que cette interférence exerce sur 
le résultat secondaire de la réaction. ‘La rupture brusque d’équi- 
libre entre l’érythroeyte et son milieu ambiant que représente la 
lyse exige, pour se déclencher, un ensemble de mécanismes qui 
apparaissent toujours tres complexes. Que la fixation du complé- 
ment (ou de substances qui laecompagnent) puisse ne pas altérer 
gravement, mais peut-¢tre renforcer, au contraire, la résistance 
a’ cette rupture d’équilibre, c’est 14 un phénoméne intéressant 
dont les conséquences biologiques pourraient étre importantes. 
Il apparait significatif que ce soit souvent avec les globules de 
méme espéce que les facteurs complémentaires se montrent le 
plus énergiquement protecteurs contre leur propre action, car 
c’est bien dans ce sens que l’on peut interpréter leur incapacité 
a lyser des éléments qui ne sont pas déja gravement altérés par 
une sensibilisation massive. Méme s’il existe des exceptions (cas 
de la sensibilité assez forte des globules de mouton au complé- 
ment homologue au cours de Ja lyse conditionnée, cas ancien 
de Muir d’un sérum de chat anti-globules de beuf avec lequel 
un complément de cheval était actif), il ressort de nos expériences 
que la correspondance du complément et des globules est le fac- 
teur qui conditionne en premier lieu l’efficacité du processus 
lytique. L’activité d'un complément dépend surtout de la nature 
des globules, c’est la un nouvel argument a Pappui de la concep- 
tion qui considére le complément comme l’agent essentiel de la 
lyse, des expériences récentes d’un tout autre ordre concluent 
dans le méme sens [45]. Trés actif lorsque la configuration des 
points sensibles du globule s’y préte, il peut étre trés faiblement 
lytique dans le cas contraire, bien que sa fixation n’en soit pas 
entravée. Dans un travail récent, Rice [46] insistait sur le fait que 
le complément de mouton considéré classiquement comme « inac- 
tif » lyse énergiquement les globules de lapin ; il existe d aulres 
exemples, un des moins frappants n’ctant pas celui du complé- 
ment de cobaye dont Voptimum d’activilé se silue pour les glo- 
bules de cobaye, de lapin ou d’homme a une trés forte concen- 
tration, Le sérum de cobaye n’est-il pas pourtant considéré 
comme le complément actif par excellence ? 

Si les relations qui existent entre Vefficacité d'un complément et 
la nature particuliére de la surface globulaire semblent biologi- 
quement importantes, c’est aussi parce que des relations ana- 
logues peuvent exister pour d’autres cellules que les érythrocytes. 
Or, le role que le complément joue dans la genése des lésions 
tissulaires au sein de l’organisme Jui-méme est un point encore 
trés obscur. Certains faits laissent & penser qu'il pourrait ne pas 
étre ranger aux alténations tissulaires allergiques [47} ou a 
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celles provoquées par auto-sensibilisation. L’existence dun véri- 
table pouvoir protecteur physiologique contre les lésions dont il 
peut étre l’agent n’est done pas indifférente, d’autant que ce pou- 
voir semble largement répandu chez les espéces animales. i nen 
est pas de méme, semble-t-il, pour l’action inhibitrice qui per- 
siste lorsque l'on chauffe le sérum ; nous avons vu que cette action 
parait liée a la nature de l’anticorps lui-méme, elle n’aurait done 
pas la portée générale de la précédente (5). 


Résumi: et CONCLUSIONS. 


1° Le sérum frais d’une espéce animale quelconque agissant 
dans un systéme hémolytique conslitué par des globules rouges 
sensibilisés, d’espéce homologue ou hétérologue, se comporte 
eénéralement comme s'il exercgait une action inhibitrice sur 
Vhémolyse qu’il provoque luiméme, dans ces conditions, en tant 
que source de complément. : 

2° Cette action inhibitrice se manifeste par Viabsence de lyse 
des globules dont le degré de sensibilisation n’est pas suffisant, 
bien que ces mémes globules puissent étre lysés par un complé- 
ment dorigine d:fférente. 

3° Les globules insuffisamment sensibilisés fixent néanmoins 
le complément inhibiteur. Tout se passe comme si cette fixation 
sans lyse entrainait une diminution de Ja sensibilité de ces glo- 
bules a la lyse par un complément actif ou par un apport sup- 
plémentaire d’hémolysine. 

4° L’action inhibitrice d’un sérum frais dépend surtout de Ja na- 
ture spécifique des globules sensibilisés sur lesquels i] agit. Le mode 
de sensibilisation (fixation d’hémolysines d’origine variée ou adsorp- 
tion d’un anligéne étranger suivie de la fixation de lanticorps 
correspondant) n’a qu'une influence secondaire ou parfois nulle. 

5° A cété de ce pouvoir inhibiteur qui semble hé a laction 
compléementaire elle-méme, on peut mettre en évidence dans le 
sérum de certaines espéces un pouvoir inhibiteur distinct qui 
semble agir sur l’anticorp lui-méme en le neutralisant (anti- 
anticorps ou antigéne bloquant ?). Ce second pouvoir inhibiteur 
résiste a linactivation du complément, contrairement au premier. 

6° Toutes ces actions qui entravent Vhémolyse par anticorps 
et complément ont une intensité variable, non seulement suivant 
lespéce animale, mais aussi chez Jes différents individus d’une 
méme espece. 


(5) Lorsqu’on étudie les effets d’un sérum hémolytique hétérogéne 
injecté in vivo, on peut mettre en jeu cette action inhibitrice contre 
l’anticorps lui-méme ; d’autant plus que ces expériences sont surtout 
effectuées chez le chien ou le cobaye dont le sérum, comme celui de 
Vhomme, posséde ce pouvoir [48]. 


wa 
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ETUDE COMPARATIVE 
DE QUELQUES MILIEUX DE CULTURE MODERNES 
UTILISES POUR L'ISOLEMENT 
DU BACILLE TUBERCULEUX 


par J. R. CALMELS et H. BOISVERT (°). 


(Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose 
[Chef de Service : D* J. Bretey].) 


Les travaux effectués réeemment par Gifford, Mac Kinley et 
Hunter [4], Melvin, Klein, Jones et Cummings |2], C. R. Smith {3}, 
Weed, Smith et Cummings [3 bis], par ?un de nous enfin [4], ont 
affirmé la supériorité du milieu de Lowenstein modifié par 
Jensen [5) pour Visolement du bacille tuberculeux a partir des 
produits pathologiques. 

Depuis lors, de nombreux milieux de culture ont été encore 
proposés. Nous en avons choisi quelques-uns pour les comparer 
a celui de Jensen. 


Milieu de Lurie [6]: La modification apportée au Loéwenstein 
type [7] par lVauteur a été appliquée au Loéwenstcin-Jensen. 

Elle consiste dans la préparation de la solution de sels avec une 
infusion de moelle de boeuf (500 g dans 1000 cm* d’cau portée trois 
fois 4 100°) et la coagulation par chauffage 4 75° pendant une heure 
trois jours consécutifs. 

Ce milieu est plus acide que le Jensen et présente une teinte verte 
plus accentuée. Son auteur lui-méme a eu l’occasion d’utiliser une 
de nos préparations et s’en est déclaré satisfail. 

Pour Fenner [8], le milieu solide de Dubos lui est supérieur. 

Milieu de Beeuwkes [9] : auteur a voulu réunir les avantages du 
milieu de Herrold [40] & ceux du Léwenstein-Jensen pour la recherche 
de la sensibilité de M. tuberculosis aux antibiotiques. 

C’est une modification du Loéwenstein-Jensen consistant dans la 
substitution de la gélose au blanc d’ceuf pour assurer la solidification 
du milieu a froid et permettre l’addition d’antibiotiques dans_ les 
meilleures conditions : 1,5 p. 100 de fécule au lieu de 5 p. 100; on 
ajoute 2 p. 100 de gélose lavée trois fois 4 l’eau bidistillée. Distribution 
en flacons de 100 cm®* et stérilisation 4 110°, dix minutes. Aprés 


refroidissement a 56° on ajoute stérilement deux jaunes d’ceuf et 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 mai 1952. 
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on distribue dans des tubes de 16 x 17 en position inclinée, de facon 
a empécher que le milieu salisse les parois et géne observation. La 
distribution en tubes de Legroux est particulidrement indiquée. 

On laisse les tubes & l’étuve pendant yingt-quatre heures pour 
controler la stérilité. 

Ce milieu est assez délicat & préparer. Il faut obtenir un mélange 
bien homogéne de l’ceuf et de la gélose, distribuer en position inclinée, 
et des risques de contamination existent ; le contréle de vingt-quatre 
heures n’est pas suffisant et des champignons peuvent se développer 
ultérieurement. 

L’auteur ne précisait pas la sorte d’amidon employée et préconisait 
une gélose Difco purifiée par l’acétone. 

Gélose au sang de Frisch et Tarshis [44] : Le prototype de ce milieu 
est celui de Bezancon et Griffon (1899) [42]. Les milieux au sang, un 
peu tombés en désuétude, ont été 4 nouveau étudiés par Kirchner [43], 
Ninni et Bretey [44], et plus récemment par Bastin [45], Reichert [416] 
et Frisch et Tarshis, qui considérent leur milieu comme égal ou 
supérieur 4 celui de Loéwenstein-Jensen. 

Bouillon de viande peptoné a 1 p. 100, gélosé & 3 p. 100, glycériné 
a 1p. 100. On ajoute 25 p. 100 de sang humain défibriné avec 0,1 p. 100 
de glucose et 0,1 p. 100 d’acide citrique. 

Epreuve de stérilité de vingt-quatre heures a létuve. 

Les proportions de glucose et d’acide citrique n’ont pas été nette- 
ment indiquées par les auteurs. 

Gélose de Dubos a@ lalbumine-acide oléique pénicillinée ad 100 unités 
par centimétre cube: Les milieux liquides et solides préconisés par 
Dubos [47] pour la culture et lisolement de M. tuberculosis ont été 
étudiés en France par Gernez-Rieux, Sevin et Spy [48], Valtis, Van 
Deinse et Solomides [49], Et. Bernard, Kreis et Braun [20], Bretey, 
Coletsos et Boisvert [24]. Ces auteurs, tout en reconnaissant les qua- 
lités de précocité et de sensibilité de ces milieux, n’ont pu _ les 
conseiller pour lisolement de M. tuberculosis 4 cause de leur trop 
grande susceptibilité vis-a-vis des contaminations. 

C’est pourquoi Dubos et ses collaborateurs [22, 23, 24] étudiérent 
l’adjonction de pénicilline. Aprés avoir constaté l’effet inhibiteur de 
cet antibiotique vis-a-vis de M. tuberculosis, en présence de Tween 80, 
ils propostrent le milieu qui fait l’objet de notre étude. Smith, 
Humiston, Greger et Kerby [25], Zuckermann et Rantz [26] le jugent 
supérieur aux milieux ATS, mais Melvin et coll. [2], s’ils confirment 
les précédents quant aux milieux ATS, trouvent Je milieu de 
Loéwenstein-Jensen encore supérieur A la gélose de Dubos pénicillinée. 

Gélose de Dubos au vert de malachite : L’activité de cet antiseptique 
avait déja été étudiée en 1948 par Bretey, Coletsos et Boisvert. Aprés 
avoir constaté que la dose employée pour le Lowenstein, 32 mg p. 100, 
empéchait toute culture de M. tuberculosis, cette dose fut réduite 
4 3,2 mg p. 100, mais les colonies restérent tardives et rares. La méme 
dose a été préconisée au Danemark. 

Lagergren et Frisk [27], en réduisant la proportion du colorant 
\ 0,32 mg p. 100, ont utilisé la gélose de Dubos parallélement avec 
le milieu de Léwenstein-Jensen et l’inoculation au cobaye. Les résultats 
obtenus ‘avec cette gélose seraient supérieurs 4 ceux donnés par le 
milieu & l’ceuf et égaux 4’ ceux fournis par l’inoculation. Les conta- 
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minations sont rares et l’on peut faire le diagnostic de virulence des 
colonies. 

Nous avons préparé nos milieux suivant la formule de Dubos, avec 
des produits d’origine, sauf en ce qui concerne la gélose. C’est Ja 
eélose ordinaire lavée trois fois qui mous a servi. Le nulieu a été 
distribué en tubes de 16 x 17 légérement étrang:és au-dessus du 
coton 4 raison de 5 cm® et coagulés en position horizontale. 


TECHNIQUE. 


L’étude comparative des milieux de culture nécessite Pemploi 
déchantillons dont les caractéristiques répondent intégralement 
a celles des préparations de lauteur quil faudrait utiliser comme 
étalon. Cette précaution n’est pas toujours observable et souvent 
les milieux confrontés different plus ou moins de la fabrication 
princeps. De plus, surtout avee les milieux empiriques, des 
variations peuvent se révéler avec des séries différentes de ces 
mémes milieux. 5 

La sensibilité, la précocité, la résistance aux contaminations, 
les caractéres culturaux des milieux étudiés doivent étre tout 
d’abord précisés et aussi la conservation, les modalités de prépa- 
ration et d’addit:on des antibioliques. 

Nous avons donné ci-dessus des indications sur les modalités 
de fabrication des milicux de culture que nous avons ¢étudiés, et 
noté leurs dissemblances avec la préparation originale. 


Méthode utilisable avec les produits patholoyiques : C’est celle de 
Vutilisation pratique méme, donc la meilleure, et un milieu de 
culture ne saurait étre consacré sans cette épreuve. 

Chaque produit est ensemencé sur plusieurs tubes & raison de 
0,25 m?. Les tubes capuchonnés sont placés a l’étuve en position 
inclinée et examinés chaque jour jusqu’d l’apparition des premiéres 
colonies macroscopiques. Les tubes sont ensuite laissés A 1l’étuve et 
Von note les cultures positives. Les caractéres culturaux seront soigneu- 
sement précisés et enfin on déterminera le taux de contamination. 

Afin d’avoir des résultats utilisables pour la statistique, on peut 
diluer les produits ensemencés de facon A obtenir des colonies isolées 
aisément dénombrables. 

L’essai de résistance aux contaminations peut aussi se faire en ense- 
meng¢ant des dilutions de produits traités par la soude, homogénéisés 
rapidement au mortier et immédiatement neutralisés. 

Méthode utilisant une souche de laboratoire: Nous utilisons la 
souche humaine H387Rv et la souche bovine CG cultivées en milieu de 
Dubos en tubes de 22 x 22, agées d’une semaine au plus et issues 
elles-mémes de cultures jeunes. 

La richesse en germes de la culture est appréciée par néphélométrie. 

Depuis 1947, nous utilisons une échelle constituée par des dilutions 
du vaccin buccal BCG titrant 5 mg, poids humide, par centimetre cube. 

Dans une série de 12 tubes de 22 x 22 on distribue tout d’abord 
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0517 0,15, .0,2,-0,3,. 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,87.0,9, 1, 0, 1,2 cm? du vaccin, 
on complete 45 cm* avec de l'eau physiologique et on ajoute A chaque 
tube 0,05 cm? de Tween 80 4 10 p. LOO, si possible et 0,05 cm* de formol 
4 10 p. 100. On obtient ainsi une gamme titrant de 0,1 A 1,2 mg de 
bacilles au centimétre cube. Cette échelle se conserve plusieurs mois 
a la glaciére. La lecture se fait en examinant le montant d’une fenétre 
a travers les tubes. 

Le tube ainsi étalonné est agité A la main pendant cing minutes. 
Son contenu est dilué dans l'eau bidistillée ou dans une _ solution 
a 0,1 p. 100 de la fraction V de plasma bovin. Les milieux A étudier 
sont ensemencés avec 0,1 cm* de la dilution 10—7 mg par centimétre 
cube. On obtient ainsi sur Léwenstein-Jensen une dizaine de colonies. 

Ce procédé permet un essai rapide et renouvelable dans le temps, 
il ne nécessite qu’un petit nombre de tubes et facilite la mise au point 
des milieux de culture, mais il ne constitue qu’une méthode de 
dégrossissage et doit étre confirmé par l’ensemencement de produits 
pathologiques. 

Nous apprécions la résistance aux contaminations rapidement mais 
dune facon un peu arbitraire en ensemencant par tube 3.10—* mg 
dun mélange de germes: Klebsiella pneumoniae, Staphylocoque 
Londres, Candida albicans 200. 


RESULTATS DES ESSAIS. 


Milieu de Léwenstein-Jensen : Ce milieu, ulilisé en grand dans 
Je Service, a donné heu a de nombreuses observations tant 
occasionnelles que systématiques. Sa supériorité sur le Petra- 
enani et le Lowenstein type avait été observée. L’un de nous 
a étudié comparat:vement ces milicux d’une facon précise [4]. 

Notre procédé de fabrication ne différe de la méthode initiale 
que par la stérilisation de la fécule 4 120° pendant trente minutes, 
Vautoclavage de la solution saline a 110° trente minutes au heu 
du chauffage a 100° pendant deux heures, et par la désinfection 
des ceufs par brossage a ]’eau courante et séjour d’une heure 
dans l’alcool a 90° en place de la soude 4 5 p. 100. 

Du point de vue précocité et luxuriance, le milieu de Lowen- 
stein-Jensen est celui qui fournit les meilleurs résultats et les 
plus constants. De méme du point de vue précocité. 

On observe ces résultats soit avec la souche H87Rv, soit avec 
des produits bacilliféres pathologiques trailés selon les méthodes 
classiques. 

En ce qui concerne la souche bovine lisse CC, un ensemen- 
cement massif donne une simple décoloration du milieu avec une 
faible quantité de culture récupérable par raclage, les colonies 
isolées sont transparentes, difficilement identifiables au début et, 
méme 2 un stade avancé, leur dénombrement exact est ardu. II 
semble toutefois que la précocité so:t moindre, avee une sensi- 
bilité du méme ordre. 
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Enfin rappelons que le milieu de Léwenstein-Jensen est large- 
ment utilisé pour le titrage de la sensibilité aux antibiouques par 
ensemencement direct des produits pathologiques. 

L’incorporation de la drogue avant le chauffage est une tech- 
nique périmée, car lantibiotique perd ainsi suivant les auteurs, 
de 50 a 66 p. 100 de son activité. La méthode @imprégnation en 
surface mise au point par Coletsos, Boisvert et M"° Oriot {28| 
nous semble la plus satisfaisante. L’antibiotique, a un taux pro- 
portionnel a la surface du milieu et au titre désiré, est dissous 
dans une solution de tournesol et étalé sous un petit volume a la 
surface du milieu ott il est rapidement fixé d’une manicre trés 
stable. 

En effet, si sur un milieu coagulé dans une seule boite de 
Legroux, on imprégne différentes zones avec des taux variables 
(antihbiotiques et st on les ensemence toutes également sous un 
volume de Ll cm* avec une souche délerminée de M. tuberculosis 
de sensibilité connue, on constate que les colonies se développent| 
sculement sur les zones correspondant a leur sensibilité vérifiée 
parallélement sur le milieu préparé en tubes distincts. Ceci montre 
bien que lorsque le milieu a été imprégné par l’antibiotique, 
celui-ci est bien fixé et ne se remet pas en solution. 

Ensemencé avec la souche H87Rv a des dilutions allant de LO— 
i 10-* mg, la précocité est fonction de la quantité de germes 
censemencés. Avec 10-* mg au quatri¢me jour le milieu présente 
un aspect dépoli, premier indice macroscopique de culture, aisé- 
ment vérifiable par la recherche microscopique des colonies 
naissantes. 

A 10-7 mg les premiéres colonies apparaissent au plus tdt le 
neuvieme jour. A 10—* et 10—* cette date est a peine relardéc, 
mais peut atteindre un mois. 

En ce qui concerne Ja sensibililé : aA 10-? les colonies sont 
tellement nombreuses qu’elles ne peuvent s’épanouir et la culture 
présente un aspect de gazon ras. Au fur et a mesure que les 
colonies diminuent en nombre, elles gagnent en surface et en 
volume ; une colonie unique en boite de Legroux peut atteindre 
en diamétre la largeur du flacon, soit prés de 4 cm. 

A 10—* les colonies sont séparées, tout au moins au début. et 
4 10—7 il en reste une dizaine ; c’est cette dilution que nous utili- 
sons pour nos essais. A 10—* tous les tubes ensemencés présentent 
de rares colonies, et &-10—* il y a en moyenne une colonie pour 
3 tubes. 

I] est & noter que la sensibilité est ainsi égale A celle du milieu 
de Dubos liquide au Tween 80, plus réguliére, et sa précocité 
réelle Jégérement supérieure pour les inoculats faibles, 

En valeur absolue, la sensibilité du milieu de Lowenstein- 
Jensen envers la souche H87Rv est comparable a celle de la 


> a 


MILIEUX DE CULTURE MODERNES 343 


gélose ordinaire pour des souches de collection de E. coli et de 
A. pneumoniz. 

Remarque : Avec la streptomycine les milieux imprégnés en 
surface donnent des résultats relativement comparables avec les 
différents milieux liquides (Dubos, Youmans). 

I] ne semble pas qu'il en soit de méme avec le PAS [80]. En ce 
qui concerne 2 souches de paratuberculeux, celles-ci se-dévelop- 
perent encore en milicu de Dubos au Tween 80 avec un inoculat 
de 10-° mg par centimétre cube en présence de 1000 ug par 
centimétre cube, alors que leur croissance était inhibée par 10 pe 
par centimetre carré sur milieu de Jensen imprégné. Sur ce méme 
milieu imprégné par INH elles se développaient encore avec 
5 wg par centimétre carré. 

La durée de conservation de ce milieu a été étudiée par l'un 
de nous. Il nous a semblé que, conservé en glaciére, la durée 
était plus longue. Toutefois, le placard s’avére un second bon 
mode de conservation : il présente cependant le désavantage de 
favoriser la formation d’eau de condensation. Enfin ce milieu se 
conserve bien une quinza:ne de jours. Puis, petit a petit, le milieu 
perd de sa valeur (mais reste bien supérieur au Petragnani et au 
Lowenstein conservés le méme temps dans les mémes conditions). 

Aprés plus d’un an de conservation en placard alors que le 
milieu est complétement décoloré, un certain nombre de tubes 
donnent encore une culture positive ; les colonies iapparaissent 
quelques jours plus tard et en moins grand nombre que sur les 
milieux frais; certains tubes, par contre, ne donnent aucune culture. 

Milieu de Beeuwkes : Avec la souche H87Rv, en utilisant les 
mémes notations, on trouve au point de vue précocité : 

Au treiziéme jour : 10 p. 100 des tubes présentant une culture 
pour le Beeuwkes, 50 p. 100 des tubes présentant une culture 
pour Je Loéwenstein-Jensen. 

Au quatorziéme jour : 20 p. 100 contre 100 p. 100. 

Au dix-neuviéme jour: tous les tubes présentaient une culture 
(100 p. 100). Au point de vue sensibilité : alors qu’au vingt et 
uniéme jour celle du milieu de Léwenstein-Jensen était de 4,2, 
celle du milieu de Beeuwkes fut impossible a apprécier méme 
approximativement (elle se montra supérieure a 4,6) du fait de 
la tendance des colonies a glisser 4 la surface du milieu pour 
s’accumuler dans les parties déclives. 

Au point de vue luxuriance, au quarante-quatriéme jour, les 
mémes faits sont 4 noter : celle du milieu de Beeuwkes fut impos- 
sible 4 apprécier du fait de la tendance des colonies 4 se réunir, 
alors que celle du milieu de Jensen était de 4. 

Les résultats sont similaires avec la souche bovine et les pro- 
duits pathologiques. La durée de conservation et la résistance 
aux contaminations sont les mémes que pour le Jensen. 
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En définitive, le milieu de Beeuwkes se montre en moyenne 
inférieur au milieu de Lowenstein-Jensen, qu'il s’agisse ou non 
de souches préalablement isolées. Les modifications de couleur 
signalées par l’auteur, lors de la culture, ont ¢té constatées par 
nous. 

Le milieu de Léwenstlein-Jensen modifié par Lurie : Les ciarac- 
téristiques de ce milieu ont été données plus haut. Le milieu 
a été expérimenté avec les produits pathologiques et avec la 
souche H37Rv. 

Avec les produits pathologiques : Les milieux ont élé ense- 
mencés avec des expectorations bacilliféres. Mais labondance des 
colonies n’a pas permis un dénombrement exact. La rapidité 
d’apparition de la culture, le nombre approximatif et Vimpor- 
tance des colonies sont sensiblement les mémes pour les deux 
milieux. 

Enfin, ces milieux, conservés vingt-huit el trente-six jours 
a Vobscurité a la température du jaboratoire ont été comparés : 
ensemencés avec des expectorations ils fournissent des résultats 
comparables, avec cependant une légére supériorité du Jensen sur 
le Lurie. 

Avec la souche H37Rv a différentes dilutions : Au poimt de 
vue précocité on note une légére avance des milieux de ‘Lurie 
sur le Jensen pour la dilution de 10-7. Mais ce fait ne se 
retrouve pas avec 10-*. Enfin, a 10—°, seul le milieu de Lurie 
a pousseé. 

La sensibilité et la luxuriance de ces deux milieux semblent 
identiques. 

Sur le milieu de Lurie, les colonies s’étalent davantage et 
peuvent en imposer lors de l'étude de la précocité. La censer- 
vation semble moins bonne. 

Le milieu au sang : Ici nous n’avons étudié ce milieu que vis- 
a-vis des produits pathologiques. La précocité de ce milieu est 
trés inférieure a celle du milieu de Jensen. Enfin, le taux de 
contamination élevé le rend inutilisable en pratique. 

Les milieur de Dubos: Nous avons vu quwil existe de nom- 
breux milieux de Dubos. Pour simplifier et rendre plus claire 
les résultats, nous allons diviser cette étude en plusieurs parties : 

1° Essais avec les milieux classiques : Nous entendons par 
milieux classiques : les Dubos gélosé a lacide oléique albumine, 
Dubos gélosé A. O. pénicilliné a raison de 100 U. O. par centi- 
métre cube, Dubos gélosé A. O. au vert de malachite A raison de 
0,382 mg p. 100 et de 3,2 mg p. 100. 

a) Ensemencés avec les produits pathologiques, on obtient les 
résultats suivants (voir tableau I) : 

Du point de vue précocité, les milieux de Dubos, dans leur 
ensemble, se révélent les meilleurs. 
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Du point de vue sensibilité, le Dubos pénicilliné semble 
lemporter, précédant le Jensen, lequel est suivi du Dubos au 
vert malachite a 0,32 mg et du Dubos gélosé. 

Du point de vue luxuriance, le Dubos au vert se place derriére 
le Jensen ; le Dubos a la pénicilline présente par contre le chiffre 
moyen le plus petit quant a la taille des colonies. 

Enfin, du point de vue contamination, le Dubos gélosé est le 
milieu le plus contaminé, & un taux voisin de la gélose simple, 
suivi de loin par le Jensen, pu:s le Dubos au vert de malachite. 

En conclusion de cette expérience, on note une valeur a peu 
pres égale en ce qui concerne les produits pathologiques, entre 
Léwenstein-Jensen, Dubos pénicilliné (100 U. O. par centimétre 
cube) et Dubos au vert de malachite (0,32 mg p. 100), le Dubos 
simple étant d’emblée a rejeter a cause de son taux trop élevé 
de contaminations. Enfin, s:gnalons que le Dubos au_ vert 
a 3,2 mg p. 100 est le milieu qui s’est montré le moins sensible, 
le moins précoce, le moins luxuriant de tous, si bien que pour 
ces raisons son usage ne semble pas devoir étre recommandé. 

b) Ces mémes milicux (saul le Dubos au vert a 3,2 mg p. 100) 
ont été ensuite ensemencés avec la souche bovine dysgonique 
lisse CC. 

Les milieux de Dubos se sont montrés les plus précoces (qua- 
torze, seize el seize jours), tandis que les mieux de Jensen ne 
commeneaient a montrer des colonies (d’ailleurs trés difficiles 
a voir) que le vingt et umeéme jour (le Beeuwkes Je vingt-trois:éme 
jour). Cependant, au quarante-sixieéme jour, 40 p. 100 des 
milieux de Dubos au vert de malachite n’avaient pas encore 
poussé, En fait, une analyse plus attentive des résultats montre 
que le milieu le plus précoce est de loin le Dubos AO, suivi 
immédiatement par le milieu de Jensen. 

Du point de vue sensibilité, les mémes résultats ont été trouvés. 
La luxuriance semble grossicrement laméme pour tous les milieux. 

Trois fails restent a signaler : 

1° Les colonies bovines poussent sous forme R en milieu de 
Dubos. 

2° ‘Les colonies bovines se séparent nettement, semble-t-il, des 
colonies humaines par leur aspect en Dubos gélosé; elles 
forment en effet une trés mince pellicule a bords irréguliers, 
s'étalant a Ja surface du m:heu. Elles sont souvent difficiles 
a voir, leur couleur est bleutée, leur surface est assez irrégulicre. 
Leur taille varie avec Vage. Cet aspect constant sur tous nos 
tubes nous apparait un bon signe de distinction entre les deux 
types de souches, Cependant, des recherches s’avérent néces- 
saires pour en préciser la constance. 

3° Les colonies sur milieux a l’ceuf sont toujours difficiles 
a distinguer. D’ot, a notre avis, le grand avantage des milieux 
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de Dubos (la transparence) tant pour la précocité que pour la 
sensibilité. 

Enfin, les mémes milieux (sauf le Dubos a 3,2 mg p. 100 de 
vert) ont été ensemencés avec la souche H37Rv Aa raison de 
10-7 mg de germes par tube. Les résultats sont consignés dans 
le tableau I. 

Du point de vue précocité, le milieu de Dubos gélosé A. O. 
montre le plus intéressant: il montre des colonies dés le neu- 
viéme jour tandis que le Jensen et le Dubos au vert ne poussent 
qu’a partir du douziéme jour, et le Dubos pénicilliné a partir 
du quatorziéme jour. Cependant, en fin d’expérience, au point 
de vue sensibilité, le Dubos gélosé montre le plus de colonies 
au vingt et uniéme jour (11,5), alors que le Jensen et le Dubos 
au vert se montrent presque semblables (4,2 et 4,1). Le milieu 
a la pénicilline en présente le moins (3,3). 

Du poimt de vue luxuriance, les milieux de Dubos sont net- 
tement les plus intéressants : Dubos au vert, 13,6; Dubos gélosé, 
11,2; Dubos a la pénicilline 7,5; enfin Jensen, 6,4. 

On peut done conclure que, en partant de souches isolées, le 
Dubos gélosé A. O. est le plus satisfaisant des milieux connus 
actuellement ; puis se placent au méme niveau, Jensen, Dubos 
pénicilliné et Dubos au vert. L’adjonction d’antiseptique au 
milieu de Dubos fait donc perdre a ce milieu une grande partie 
de ses qualités. 

2° Essais de modifications des milieux de Dubos. Précisions 
sur certains points : Modifications : On note done que l’adjonc- 
tion de pénicilline au milieu de Dubos sans Tween, en dépit des 
résultats de Kirby et Dubos, de Middlebrook, Dubos et Pierce, 
entraine une forte baisse des qualités de ce milieu. Il en est de 
méme pour le milieu contenant du vert de malachite, ainsi que 
Corper et Cohn [29] l’avaient déja noté. Nous avons pensé que 
les quantités de pénicilline et de vert ajoutées au milieu étaient 
trop fortes. Aussi avons-nous essayé de les réduire. Voici le pro- 
tocole et les résultats que nous avons obtenus 

Nous avons donc préparé des séries de milieu de Dubos géldsé 
auquel nous avons incorporé des quantités décroissantes de péni- 
cilline (50, 25 et 10 U.O.) par centimétre cube d’une part, et 
de vert de malachite (0,32 mg, 0,16 mg, 0,08 mg par centimetre 
cube) d’autre part. Enfin, recherchant si le Tween 80 n’aurait 
pas d’action (favorisante ou inhibante) nous avons ajouté a la 
moitié de l’ensemble de tous les milieux au vert une quantilé 
uniforme de Tween 80: 0,01 p. 100. Par la méme occasion, nous 
avons regardé dans des derniers tubes si on obtenait des colonies 
lisses (Dubos) ou colorées (Lagergren). Tous ces milieux ont été 
ensemencés avec des produits pathologiques d’origine humaine. 
Les résultats sont groupés dans le tableau II : 
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Du point de vue précocité : les résultats sont tres disparates. 
Il ne semble pas que la présence de Tween ait pu accélérer ou 
inhiber Vapparition des premiéres colonies.. II ne semble pas 
non plus que la diminution de la pénicilline dans les tubes de 
culture ait pu favoriser grandement la précocité de la culture 
(sans doute est-ce da a la destruction rapide de la pénicilline 
i 37°). Par contre, il semble bien que la diminution du vert de 
malachite ait une action favorisante. Si maintenant nous regar- 
dons le trente-septiéme jour, les résultats ne sont pas super- 
posables. 

Il semble qu’aux fortes concentrations de vert de malachite 
(0,32 et 0,16) le Tween 80 ait une action inhibitrice (& moins 
qu’il ne renforce l’action inhibitrice du vert ?). 

Enfin, si la diminution de la concentration en vert de mala- 
chite ne semble pas avoir une grande importance pour le résultat 
final de la culture, il semble bien qu’il n’en est pas de méme 
pour la pénicilline et que des basses concentrations (10 et 25 U.) 
soient plus favorables pour la culture que des concentrations 
plus fortes. 

Pour l’étude de la sensibilité, nous avons pensé quwil serait 
plus logique et en méme temps plus prés de la vérité de 
lexprimer en pourcentage de colonies et en prenant pour base 
le nombre de colonies poussées sur milieu de Lowenstein-Jensen. 
On lit done sur le tableau II que, dans ensemble, moins il y a 
de vert de malachite ou de pénieilline, plus le chiffre moyen des 
colonies est élevé. Comme plus haut, nous trouvons que l’adjonc- 
tion de Tween 80 aux milieux au vert entraine une baisse par- 
fois importante du nombre de colonies dans les tubes ot la 
concentration du vert est relativement forte (0,32 et 0,16 mg). 
Cette inhibition ne se retrouve pas pour les doses minimes de 
vert (0,08 mg). Ceci s’inscrit en paralléle avec ce que nous 
avions trouvé pour la précocité et semble renforcer l’hypothése 
(une accentuation par le Tween de l’effet inhibiteur du vert de 
malachite. 

La luxuriance est peu marquée pour les milieux gélosés au 
vert, en comparaison avec le Jensen. Elle est A peu prés la méme 
pour les milieux pénicillinés, et ce, quelle que soit la dose d’anti- 
biotique. Toutefois, Vadjonction de Tween augmente considéra- 
blement la taille des colonies, comple tenu du nombre moindre 
des colonies. 

Enfin, la contamination est plus marquée sur les tubes qui 
coniennent moins de vert de malachite, alors que les tubes a la 
pénicilline ne présentent aucune contamination. Le Tween 80 lui- 
méme diminue considérablement la proportion des tubes conta- 
minés, ce qui sinscrit en faveur de Vhypothése du renforcement 
de Paction du colorant. 
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D’une telle expérience on peut conclure qu’aucun des diffé- 
rents milieux étudiés ne semble fournir des résultats globaux 
aussi favorables que ceux du Léwenstein-Jensen. Or, trois pro- 
priétés sont surtout importantes en pratique: la précocilé, la 
sensibilité et la résistance aux contaminations. Seuls, alors, les 
milieux pénicillinés, particuliérement a 10 U. par centimétre cube, 
semblent étre en mesure de seconder le milieu de Jensen. 

Un seul de nos ensemencements a donné naissance exclusive- 
ment a des colonies lisses qui, au bout de quelque temps, ont 
présenté des colonies filles rugueuses. La souche était norma- 
lement virulente pour le cobaye. 

Nous n’avons jamais observé comme Lagergren de colonies 
colorées en vert. 

Dans les expériences suivantes nous allons essayer de pré- 
ciser certains points qui nous semblaient mal mis en évidence 
dans l’expérience précédente. 

Dans la premiére, nous avons diminué les doses de vert de 
malachite dans la gélose de Dubos au Tween 80, puisque nous 
avons vu que le Tween augmentait, et ce, surtout avec les 
petites doses de colorant, la sensibilité du milieu ainsi que la 
luxuriance, sans pour cela entrainer de recrudescence des conta- 
minations. Les résultats de celte expérience sont groupés dans 
le tableau III, ot ils sont exprimés selon les mémes modalités 
qu’au tableau II. 

Nous y lisons done qu’au point de vue précocité : au treiziéme 
jour nous avons, surtout aux faibles concentrations de Tween, 
des résultats bien supérieurs au Loéwenstein-Jensen (plus que 
le double); par contre, au vingt-sepuéme jour, les tubes pré- 
sentant une culture sont a peu prés en nombre égal au Jensen. 

Au point de vue sensibilité, en revanche, les milieux de Dubos 
sont nettement inférieurs. Seul nous semble intéressant le milieu 
contenant 0,02 p. 100 de vert. 

Au point de vue luxuriance, nous retrouvons le phénoméne 
général signalé plus haut: les milieux au Tween ont des 
colonies plus larges et ce, d’une maniére qui semble uniforme. 

Au point de vue contamination, il semble qu’on ne puisse 
descendre au-dessous de 0,02 p. 100 de vert de malachite sans 
augmenter de fagon importante le taux des conlaminations. 

En résumé, nous retrouvons ici les mémes résultats que lors 
de l’expérience précédente. Les mémes remarques semblent se 
confirmer. I] semble enfin que, dans les milieux au Tween, la 
concentration optima de vert de malachite soit de 0,02 mg p. 100. 
Ouant aux résultats obtenus avec les milieux de Jensen conservés 
en placard, ils confirment les expériences déja réalisées par lun 
de nous [4]. 

La deuxiéme expérience a trait 4 la souche bovine ; nous avions 
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pu y étudier l’action du Tween 80. Nous ne l’étudierons qu’a la 
concentration uniforme de 0,32 mg p. 100 de vert. 

Le milieu gélosé l’emporte nettement sur le milieu a l’ceuf par 
sa précocité (83 p- 100 au quinziéme jour contre 15 p. 100), sa 
sensibilité (6,4 contre 2,2) et sa luxuriance (4 contre 3). 

3° Enfin, nous avons recherché si la conservation des milieux 
pouvait entrainer d’importantes modifications des résultats et si 
au bout d’un mois de conservation en placard, la méme hiérarchie 
pouvait étre retrouvée dans ces milieux : 

Milieux de Dubos a Valbumine-acide oléique, 

Milieux de ‘Lowenstein-Jensen, 

Milieux de Dubos gélosés a l’acide oléique-albumine + 100 U. O. 
par centimétre cube de pénicilline, 

Milieux de Dubos gélosés a l’acide oléique-albumine + 0,32 mg 
p. 100 de vert de malachite. 

On a utilisé en outre des milieux de Léwenstein-Jensen frai- 
chement préparés. 

Ils ont tous été ensemencés avec H87Rv. 

Aucune modification importante quant a  la_ précocité. 
Cependant, la sensibilité et Ja luxuriance, la ot elles furent 
établies, semblent plus élevées lors de l'utilisation des milieux 
frais. 

De plus, si on ne trouve pas de grandes différences entre les 
sensibilités des milieux de Jensen vieux et récents, il n’en est 
pas de méme pour la précocité. Ceci va de pair avec les résultats 
déja trouvés antérieurement par l’un de nous [4]. 

D’autres expériences ont trait a la capacité de résistance aux 
contaminations, fait qui nous avait paru mal mis en évidence 
dans les expériences précédentes. Nous avons ensemencé des 
séries de milieux avec un mélange de germes comme indiqué 
dans la partie technique. 

On peut déduire de ces expériences, sur le risque de conta- 
mination, qu'il n’est pas prudent, méme dans les milieux au 
Tween, de descendre a des concentrations en vert de malachite 
inférieures 4a 0,08 mg p. 100. 

Nous retrouvons ici pour les témoins au vert de malachite le 
phénoméne déja signalé plus haut, a savoir : que les milieux au 
Tween se défendent mieux que les milieux sans Tween. Dans les 
milieux sans Tween il ne semble pas prudent de descendre a des 
concentrations inférieures 4 0,16 mg de vert. En ce qui concerne 
la pénicilline, nous trouvons une contamination par champignon 
dans le tube contenant 10 U.O. par centimétre cube d’antibio- 
tique, par contre les germes courants (Sif. aureus et K. pneu- 
monix) n’ont pas poussé. Ce taux confirme donc les résultats 
antérieurs. 
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Discussion. 


Nous avons voulu essayer de faire le point et d’établr’ une 
sorte de classement entre les milieux modernes d’isolement de 
M. tuberculosis. Dans une série d’expériences antérieures, lun 
de nous avait déja étudié les valeurs comparées du milieu de 
Petragnani, du Lowenstein et du Léwenstein-Jensen. I] avait 
conclu A la nette supériorité de ce dernier, tant pour la conser- 
vation (quinze jours en glaciére), que pour la précocité et la 
sensibilité. 

Dans nos séries d’expériences actuelles Je milieu de Jensen 
a donc servi de base pour l’étude des milieux de Dubos a Il’acide 
oléique-albumine, et albumine-Tween 80, avec ou sans_anti- 
septique (vert de malachite ou pénicilline). Nous avons étudié les 
quantités d’antiseptique que recommandent les promoteurs de ces 
milieux, en y recherchant les caractéristiques des colonies trou- 
vées par eux. Nous avons essayé ensuite différents taux d’anti- 
septiques inférieurs aux doses préconisées. Nous avons aussi 
comparé le milieu de Beeuwkes recommandé par cet auteur pour 
le titrage de la sensibilité des souches 4 la streptomycine, le 
milieu au sang, tel qu’il fut préconisé dans deux publications 
récentes (Reichert-Frisch et Tarhis); enfin, le milieu de Lurie, 
qui fut publié il y a longtemps déja par cet auteur, mais qui 
a suivi les modifications récentes du milieu de Lowenstein. 

I. Les résultats obtenus sur milieu de Beeuwkes ensemencé 
avec les produits pathologiques se sont montrés nettement infé- 
rieurs a ceux obtenus sur Jensen. Toutefois, les modifications 
de coloration observées par l’auteur ont été retrouvées. Cepen- 
dant, si ce milieu peut étre utilisé pour le titrage de la résistance 
aux antibiotiques, du fait surtout de sa préparation assez délicate, 
il ne semble pas s’imposer. 

Avec des souches préalablement isolées, le milieu de Beeuwkes 
se montre inférieur au Jensen du point de vue précocité. Toute- 
fois une difficulté d’appréciation de ce milieu réside dans la ten- 
dance des colonies a s’é¢taler a la surface du milieu et A descendre 
au fond du tube, empéchant toute numération des colonies, Ces 
mémes défauts se retrouvent sur des milieux vieux d’un mois 
et conservés en placard. Toutefois, au bout de ce temps, le 
milieu ne semble pas avoir perdu beaucoup de sa valeur. 

Mais en dépit des résultats non favorables que nous avons 
obtenus, il nous semble prématuré de vouloir porter un jugement 
définitif sur ce milieu, étant donné que nous n’avons pu, pour 
des raisons matérielles, utiliser les produits de base que l’auteur 
avait recommandeés. 

II. Les milieux au sang ont été utilisés seulement en cours des 
expériences préliminaires. Ils se sont montrés inférieurs a tous 
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égards au milieux de Léwenstein-Jensen et au milieu de 
Beeuwkes. De plus, ils ne possédent aucune défense vis-a-vis des 
pollutions, si bien que leur taux de contamination rend ces 
milieux absolument inutilisables. 

III. Un milieu beaucoup plus intéressant nous semble étre 
celui de Lurie. En effet, on peut Je mettre sur le méme plan que 
celui de Jensen tant en ce qui concerne la précocité de la culture 
que la sensibilité du milieu. 

Cependant, ici encore, avec le milieu de Lurie, on note une 
tendance nette des colonies a ]’étalement. Mais ce milieu parait 
plus sensible que le Jensen a l’action du temps. 

Toutefois, la complexité plus grande de sa fabrication diminue 
son intérét. 

IV. Nous diviserons ]’étude des milieux de Dubos en trois 
parties : les milieux a l’acide oléique-albumine et a |’albumine- 
Tween 80 (0,01 p. 100), les mémes milieux au vert de malachite, 
et les milieux acide oléique-albumine a la pénicilline. 

a) Les milieux de Dubos acide oléique-albumine et albumine- 
Tween: La préparation de ces milieux s’est effectuée selon le 
protocole des auteurs. Nous avons trouvé que les résultats fournis 
par ces milieux étaient excellents, meilleurs que ceux du Jensen 
quant a4 la précocité. Par contre, la luxuriance est nettement infé- 
rieure 4 celle du milieu a l’ceuf, alors que les sensibilités sont 
a’ peu prés équivalentes. L’inconvénient qui enléve A ce milieu 
tout intérét au point de vue pratique, c’est son fort pourcentage 
de contamination : la présence de Tween 80 ne modifie que peu 
ces résultats, si ce n’est qu’elle augmente Ja luxuriance, mais 
diminue légérement la sensibilité. Par contre, ces milieux 
semblent trés intéressants dans les études sur les souches isolées, 
leur précocité, justifiant leur utilisation pour le titrage de la sen- 
sibilité aux antibiotiques. 

b) Les milieux de Dubos au vert de malachite avec ou sans 
Tween 80: L’usage du vert de malachite comme antiseptique des 
milieux solides de culture du B. K. est passé depuis de nom- 
breuses années dans la pratique courante. C’est pourquoi il sem- 
blait logique de J’inclure au milieu gélosé de Dubos pour 
amoindrir les facilités de contamination de celui-ci. 

Cependant, nous avons vu que, il y a déja assez longtemps, 
Corper et Cohn se sont élevés contre l’usage de ce colorant, mon- 
trant gu’il manifestait son action antiseptique aussi bien sur les 
saprophytes que sur les B. K. 

Mais son usage fut maintenu et Lagergren et Frisk décrivirent 
récemment un milieu de Dubos gélosé contenant du vert de mala- 
chite 4 la concentration de 0,32 mg p. 100. D’autres recom- 
mandent une dose dix fois plus forte de colorant. 

Nos résultats avec les produits pathologiques montrent que, 
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dans l’ensemble, les milieux au vert 4 0,32 mg p. 100 se montrent 
plus précoces que le milieu a lceuf. Toutefois, la sensibilité de 
ce milieu est nettement inférieure, alors que ja contamination est 
restreinte. On retrouve les mémes résultats, que les milieux 
contiennent du Tween ou non, si ce n’est que la présence de 
Tween semble diminuer encore la sensibilité du milieu. Il en est 
de méme avec les souches préalablement isolées, que la souche 
soit bovine ou humaine. 

D’aprés Dubos, et sur ce milieu, il existe un parallélisme entre 
aspect des colonies et leur virulence, les colonies R étant viru- 
lentes, les colonies S non virulentes. Or, une souche nous 
a donné une culture exclusivement composée de colonies S qui, 
a Vinoculation, se sont révélées virulentes, contrairement a ce 
que cette régle faisait prévoir. Elle parait donc sujette a des 
défaillances. 

Avec les concentrations plus fortes de vert les résultats, en 
général, sont nettement inférieurs, si bien qu’il ne semble pas 
intéressant d’utiliser de tels milieux. Nous avons, par contre, 
essayé de diminuer la concentration du vert. A la concentration 
de 0,08 mg p. 100, les résultats obtenus semblent les plus favo- 
rables pour les primo-cultures de B. Kk. avec Tween (0,16 sans 
Tween). Les précocités restent inchangées, les sensibilités sont 
augmentées et les pourcentages des contaminations sont assez 
restreints. 

Nous avions bien trouvé que les concentrations de 0,02 mg 
p. 100 de vert de malachite (+ Tween) semblaient suffisantes. 
Toutefois les résultats des expériences de contamination artifi- 
cielle nous font penser qu'il n’est pas prudent de descendre 
au-dessous de 0,16 mg p. 100. 

Un fait, enfin, reste & noter avec les milieux au Tween : il 
semble que ce produit ait par lui-méme une action empéchante 
sur la culture, ce qui explique qu’il renforce l’action inhibitrice 
du vert. Ainsi sont permises des doses faibles de colorant. Cepen- 
dant cette double action se manifeste aussi bien sur les B. K. 
que sur les saprophytes. Elle est done d’autant plus marquée 
pour les fortes doses de vert lorsque la concentration de Tween 
reste constante. 

c) Les milieux de Dubos a lacide oléique-albumine et a la 
pénicilline : Les expériences de Kirby et Dubos, de Middlebrook 
et coll., de Smith et coll. ont montré que la pénicilline a raison 
de 100 U. O. par centimétre cube ajoutée au milieu de Dubos 
représentait la concentration la plus favorable pour l’examen de 
routine du B. KX. Nos premiéres expériences ont donc cherché a 
retrouver ce fait et effectivement, a cette concentration, la conta- 
mination fut nulle, la sensibilité et la luxuriance presque sem- 
blables a ce qu’elles sont sur milieu a l’ceuf, tandis que la 
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précocité, si elle était plus forte que celle du milieu de Jensen, 
restait cependant inférieure & celle de Dubos sans antibiotique. 
Par contre, avec une souche bovine, précocité, luxuriance et 
contamination ont été identiques a celles du milieu a l’ceuf, 
alors que la sensibilité fut considérablement inférieure. Les 
mémes résultats furent retrouvés avec la souche H87Rv. I 
semble donc que, en dépit des constatations des auteurs précé- 
dents et particuligrement de Kirby, la pénicilline ait, 4 une telle 
concentration, un effet inhibiteur sur le B. Kk. 

Dans un second temps nous avons donc fait varier les doses 
de pénicilline et nous sommes arrivés a la concentration de 
10 U.O. par centimétre cube qui nous a semblé fournir les 
meilleurs résultats, respectant au mieux précocité, sensibilité et 
luxuriance, tout en inhibant la culture des saprophytes. Malheu- 
reusement, méme avec une si basse concentration, la précocité 
reste légérement inférieure a celle du milieu au vert de malachite 
a la concentration de 0,08 mg par centimétre cube (surtout dans 
les milieux au Tween). Toutefois la supériorité des milieux a la 
pénicilline sur ceux au vert de malachite réside dans la grande 
fidélité dans les résultats. 

Enfin nous signalerons plusieurs constatations relatives aux 
milieux de Dubos a l’acide oléique-albumine : 

1° Les colonies sur ces milieux se présentent toujours, et quelle 
que soit leur origine, bovine ou humaine, sous l’aspect de colo- 
nies rugueuses a centre plus épais que la périphérie, qui ont une 
légére tendance a s’étaler sur le milieu. ‘Les colonies humaines 
sont blanchatres, assez épaisses, alors que les colonies bovines 
se présentent sous l’aspect de film mince, bleuatre, parfois difficile 
a voir. 

2° Les milieux au vert ou a la pénicilline se conservent facile- 
ment plus d’un mois en placard sans diminution de leur valeur. 

Dans un seul ensemencement nous avons obtenu des colonies 
lisses avec 0,01 p. 100 de Tween 80; la souche était virulente. 
Nous n’avons pas observé de colonies colorées selon Lagergren. 


CONCLUSIONS ET RESUME. 


Des milieux modernes de culture du B. k. ont été soumis a une 
étude comparative. Celle-ci porte sur les modifications du milieu 
de Léwenstein telles qu’elles furent décrites par Jensen et par 
Lurie, le milieu de Beeuwkes, un milieu au sang et enfin les 
milieux solides de Dubos a l’acide oléique-albumine, avec ou 
sans Tween 80, avec ou sans antiseptique. 

Cette étude a été menée avec la souche humaine H37Rv, la 
souche bovine lisse CC et 61 produits pathologiques. 

Dans l'état actuel, aucun de ces milieux ne se montre supé- 
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rieur au milieu de Léwenstein-Jensen lorsque l'on envisage 
clobablement : précocité, sensibilité, luxuriance et résistance aux 
contaminations. Cependant, pour l’isolement des souches bovines, 
utilisation de milieu a l’ceuf ne permet pas toujours une facile 
appréciation de la culture. C’est pourquoi nous pensons qu en 
pratique, il vaut mieux utiliser pour le dépistage deux milieux 
simultanément : le milieu de Lowenstein-Jensen et le milieu de 
Dubos a l’acide oléique-albumine pénicilliné a raison de 25 a 
10 U. O. par centimetre cube. Le milieu gélosé de Dubos au vert 
de malachite a faible concentration (0,16 mg p. 100) semble, 
a priori, trés intéressant pour l’appréciation de la sensibilité aux 
antibiotiques par ensemencement direct des produits patholo- 
siques traités selon les techniques usuelles. La précocité de ce 
milieu permettra sans doute la lecture rapide des résultats. 
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PROPRIETES DE DIVERS SERUMS ANTI-GANGRENEUX 
AU COURS DE L’IMMUNISATION DU CHEVAL 


par Mayuis GUILLAUMIE, A. KREGUER, M. GEOFFROY ct G. READE. 


(Institut Pasteur.) 


Nos recherches antérieures [4] sur les diverses propriétés anti- 
toxiques des sérums successivement prélevés a des chevaux 
recevant des injections répétées de toxine septicum ou d’ana- 
toxine histolyticum ont mis en évidence que la spécificité des 
immunsérums étudiés n’était pas toujours absolue au cours de 
l’immunisation. Nos observations actuelles étayent cette donnée. 
Dans l’exposé qui suit, nous citons quelques-uns de nos résultats ; 
nous signalons, en outre, les particularités que nous avons relevées 
en titrant le sérum de divers chevaux qui ont finalement recu des 
injections d’antigénes seplicum aprés avoir présenté des réponses 
trop faibles 4 des injections antérieures d’anatoxine histolyticum. 
Le mode de préparation des antigénes et les doses injectées sont 
rappelés dans un autre travail [2]. 


SERUM DES CHEVAUX QUI RECOIVENT UNIQUEMENT DES INJECTIONS 
D ANTIGENES septicum. — Six semaines aprés la premiére injec- 
tion, les sérums récoltés titrent souvent plus de 100 unités inter- 
nationales anti-seplicum ; a de rares exceptions prés ces immun- 
sérums sont spécifiquement anti-septicum : a la dose de 0,1 cm®, 
ils ne neutralisent pas 2 doses minima mortelles (D. M.) de 
toxine histolyticum. Mais, au cours des mois ultérieurs de 
immunisation, et ensuite pendant plusieurs années, beaucoup 
de chevaux réguli¢rement injéctés fournissent un sérum_anti- 
septicum présentant la propriété inattendue de supprimer la 
nocivité de quantités importantes de toxine histolyticum. Les rap- 
ports entre les titres internationaux anti-histolyticum et anti- 


septicum du sérum de ces différents chevaux ne sont pas 
constants 

Ainsi par exemple, un de nos sérums titre, par centimetre 
cube, 400 unités anti-septicum, 60 A 80 unités anti-histolyticum : 
un autre : 1000 4 1 200 unités anti-septicum, 20 a 30 unités anti- 
histolyticum. 
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Les déterminations de l’activité antitoxique de chaque sérum. sont 
effectuées en présence de toxines précipitées par le sulfate neutre 
d’ammonium, desséchées A poids constant puis dissoutes dans de 
eau physiologique. Des dilutions variables du sérum 4 titrer sont 
additionnées de toxine septicum pour déterminer, suivant les conven- 
tions internationales, le titre anti-septicum (anti-sept.) de celui-ci. 
Une autre partie du méme sérum est additionnée de toxine histolyticum 
pour évaluer le pouvoir anti-histolyticum (anti-hist.). Les différents 
mélanges, sérum + toxine, sont laissés pendant quarante-cing minutes 
a 37° avant d’étre injectés par voie veineuse A des souris blanches de 
17 4a 20 g; les survies sont notées le troisitme jour. L’unité 
internationale anti-septicum neutralise 28 D.M. de l'une des toxines 
septicum souvent utilisée au cours des titrages, et l’unité anti-histo- 
lyticum, 30 D.M. de léchantillon de toxine généralement employé. 
Toutes les toxines sont préparées en bouillon Vf. 


SERUM DES CHEVAUX QUI REQOIVENT UNIQUEMENT DES INJEC- 
TIONS D’ANATOXINE histolyticum. — L’examen analogue du sérum 
issu des saignées successives faites A des chevaux préparés par 
des injections de toxine histolyticum formolée montre : 1° que 
pendant les premiers mois de |’immunisation, le sérum des che- 
vaux est, en général, spécifiquement anti-histolyticum, c’est- 
a-dire inhibiteur de la toxine histolyticum et inactif sur la toxine 
septicum ; 2° que parmi les sérums de chevaux en immunisation 
depuis plus de quatre mois, beaucoup ont un titre  anti- 
histolyticum élevé et, en outre, le pouvoir de neutraliser la toxine 
septicum (tableau I); les rapports entre les titres anti-septicum 
et anti-histolyticum de ces anti-sérums présentent des valeurs 
variables, généralement faibles. 


SERUM DES CHEVAUX QUI REGOIVENT PENDANT PLUSIEURS MOIS DES 
INJECTIONS D’ANATOXINE histolyticum PpuIs DES INJECTIONS | D’ANTI- 
GknEs septicum. — Nous venons de signaler que la nocivité des 
toxines septicum et histolyficum est neutralisée par le sérum de 
nombreux chevaux ayant recu pendant longtemps soit des injec- 
tions d’antigéne septicum, soit des injections d’antigéne histo- 
lyticum. Il est évident que si l’on injecte simultanément a des 
chevaux des toxines septicum et histolyticum, on provoque aussi 
la formation de sérums a la fois anti-septicum et anti-histo- 
lyticum ; de méme, si les deux toxines sont injectées allernati- 
vement, a quelques jours d’intervalle. Le protocole particulier 
suivant, que nous avons appliqué pour des raisons exposées 
ailleurs [2] permet également d’obtenir de tels sérums, dont beau- 
coup sont intéressants 

Faire des inoculations réitérées de toxine histolyticum formolée 
a des chevaux. Titrer les sérums prélevés réguliérement. Mettre 
& part les chevaux dont le sérum obtenu trois a sept mois aprés 
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Tasteiu lL. — Activité autitoxique du sérum des chevaux préparés 


contre les antigénes septicum ou contre les antigénes histolyticum 
(titrages sur souris). 


N* du cheval 
idate des saignées 


Premiere 
injection 


Activité antitoxique z 
i: titre anti- septicum titre anti-histolyticum : 


Chevaux uniquement préparés contre les antigénes septicum 


:27 septembre 45 : 32 :22 mars 46 300 - 400 - 2 

z (596: 9 juin 44 a3 200 45 

:13 avril 44 (596:26 février 46 :: 250 - 300 70-80 

; (596:17 mai 46 250 - 300 60 

H (I51 : I7 février 50 :: 100 - 150 0,3-1 

:29 décembre 49 (151 : 23 novemb.5I:: 300 : 50-60 

¢ (ISI: 15: février 52 <: 550 - 600 : 160 

: ; 677: 26 mai 51 oa 150 - 200 nul 

l ( 

A Ales (677: 23 novemb, 51:: 350 - 400 25 

z ' (932:24 décemb.5I :: 100 0,1 

pS povembre: Sl a (o3 7-2 oravailiae 1000 - 1200 20 - 30 

: (953:24 décemb. 51 :: 200 - 250 : “0,4 

Le aCe ee ee 55 2eaeril 52 600 - 700 20 - 30 

Chevaux uniquement préparés contre les antigénes histolyticum 

cui ASE 601:18 septemb.45 :: nul 150 - 200 

au let 45 ( 

pop aie S (601:7 juin 46 L,I 150 - 200 

:U mars 48 7391:13 juin 52 os 2-5 ; 600 - 800 

:Il mars 48 2393:13 juin 52 a 2-5 500 

:24 juin 48 (557: 7 juin 49 a 35 200 

3 (557:4 avril 52 sie 40 325 - 350 
“27 Aoat 51 (882:5 octobre 5I 0,15 - 0,4 300 - 400 

: (882:13 juin 52 Be 30 1200 - 1500 

:27 Aoft 51 :886:13 juin 52 2-5 600 - 800 

320 décembre 5I :100:20 juin 52 = I 800 - 1000 


le début de limmunisation, est faiblement antitoxique (titre infé- 
rieur a 50 unilés anti-hist.); cesser les injections d’anatoxine 
histolyticum & ces chevaux (premiére immunisation) et, a la 


place, injecter de l’anatoxine puis de la toxine seplicum (deuxiéme 
immunisation). 


Résuttats. — Le deuxiéme stimulus, tout en suscitant léla- 
boration de l’antitoxine septicum, détermine fréquemment une 
autre réaction importante et durable ; en effet, 10 chevaux ainsi 
traités, sur 16, procurent pendant la deuxiéme immunisation des 
sérums caractérisés par un pouvoir anti-septicum satisfaisant et 
par une activité anti-histolylicum bien supérieure a celle des 
sérums récollés a la fin de la premiére immunisation. Nous en 
donnons 5 exemples dans le Tableau II; en voici 2 


~ 
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TABLEAU II, — Pouvoir antitoxique du sérum des chevaux préparés 
pendant trois 4 sept mois contre les antigénes histolyticum puis 
uniquement contre les antigénes septicum (titrages des souris). 


Début de la Début de la : N° du cheval - Activité antitoxique - 
premiére deuxiéme Date Titre Titre 3 

: immunisation + immunisation : des saignées ::anti - septicum:anti-histolyticum : 

7:11 mars 48 :24 juin 48 °:379: 4 juin 48 <3 25 - 30 

4 : 2379: 20 aoat 48 :: 100 - 150 100 - 150 

: 4 oct.” 45 +2 mai 46 :328:26avril 46 :: 5 30 

: : 2328:28 juin 46 :: SOle 75m ee: 150 - 200 

:27 aoat 5I :26novemb, 51 :881:16 nov. 51 :: 25 - 30 

: A =881°23' mai 52 +: 120 200 -225 

:26 aoat 48 : 6 janv, 49 :585:24 déc. 48 :: 5- 10 

: : 2585:25 fév, 49 :: 200 - 300 80-100 

726 aoat 48 : 6 janv, 49 :384:24 déc. 48 :: nul 10 - 25 

: :384:20 oct. 50 :: 300 250-300 


A la fin de la premiére immunisation et dix jours avant le début de 
la deuxiéme, le titre antitoxique du sérum de cheval 881 est de 25 
4 30 unités anti-hist., et celui du cheval 384: 10 4 25 unités. Le 
sérum prélevé au cheval 881 six mois aprés la premiére injection d’anti- 
géne septicum titre 120 unités anti-sept., 200 & 225 unités anti-hist. ; 
vingt mois aprés le début de cette deuxiéme immunisation, le sérum 
de cheval 384 titre 300 unités anti-sept., 250 4 300 unités anti-hist. 

Il n’est pas sans intérét d’opposer a ces résultats ceux que nous 
avons obtenus en expérimentant avec le cheval 879 ; ce cheval a été 
immunisé en méme temps que le cheval 881 que nous venons de 
citer. Dans les mémes conditions, les deux chevaux ont recu les mémes 
doses du méme antigéne. Avant la deuxiéme immunisation, le sérum 
du cheval 879 titrait 25 4 30 unités anti-hist. ; le sérum prélevé six 
mois plus tard a ce cheval titrait 1 unité anti-hist., 150 4 200 unités 
anti-sept. Ce sérum, par sa trés faible activité anti-histolyticum, différe 
donc nettement de celui que le cheval 881 a fourni au méme moment. 


PouvorIR ANTITOXIQUE DES SERUMS CHAUFFES A 56°. (Titrages 
in vivo). — Pour faciliter exposé des résultats qui suivent, nous 
appellerons activité antitoxique homologue d’un sérum celle qui 
neutralise l’exotoxine de lanaérobie contre laquelle |’animal 
donneur est préparé depuis longtemps, et activité hétérologue 
celle qui inhibe l’exotoxine élaborée par un autre germe 
anaérobie. 

Nous avons maintenu a la température de 56°, pendant trente 
minutes, une heure, deux heures et quatre heures, d’une part, 
des sérums de chevaux ayant regu de nombreuses injections de 
toxine septicum ou d’anatoxine histolyticum, d’autre part, des 
sérums de chevaux immunisés d’abord contre la toxine histo- 
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lyticum formolée puis pendant longtemps contre les antigénes 
septicum. Tous les sérums ont été titrés avant el apres chauffage. 
De la comparaison des résultats, il ressort que l’activité 
antitoxique hétérologue des sérums résiste a quatre heures de 
chauffage & 56° tout aussi bien que l’activité homologue. 


Exremptes. — Apres quatre heures a 56°, le sérum 151 du 
15 février 1952 titre 550 & 600 unités anti-sept., 150 unités anti-hist. 
Avant le chauffage, il titrait 550 4 600 unités anti-sept., 160 unites 
anti-hist. (Tableau I). Le sérum 881 du 23 mai 1952 titre, aprés quatre 
heures de chauffage 4 56° : 110 & 120 unités anti-sept., 200 a 225 unités 
anti-hist. Avant le chauffage, il titrait : 120 unités anti-sept. et 200 
ad 225 unités anti-hist. (Tableau II). Le mode d’immunisation des 
chevaux donneurs de ces immunsérums est noté dans les Tableaux I 
et II, ainsi que la date A laquelle l’immunisation a débuté. 


ACYIVITE ANTI-COLLAGENASIQUE B DES SERUMS DE CHEVAUX AYANT 
RECU DES INJECTIONS D’ANATOXINE histolylicum. — Toutes les 
valeurs antitoxiques que nous avons rapportées jusqu’ici ont été 
obtenues au cours des titrages effectués sur souris selon le prin- 
cipe indiqué. Les données tirées de ces déterminations in vivo 
imposaient des recherches sur l’activité anti-collagénasique 6 des 
divers types de sérums que nous avons énumérés ; parmi eux, 
les sérums a Ja fois anti-histolyticum et anti-septicum obtenus 
dans différentes conditions d’immunisation méritaient une atten- 
tion toute spéciale. Les titrages ont été effectués in vitro, en pré- 
sence de collagéne A et de 2 a 3 doses minima collagénasiques 
de toxine histolylicum dans des conditions analogues (pH, volume, 
température) 4 celles que nous avons adoptées pour évaluer 
activité anti-kappa des sérums anti-perfringens [3]. 

Voici nos observations : 

a) Les sérums de chevaux uniquement préparés contre les anti- 
génes septicum sont incapables d’inhiber, 4 la dose de 0,4 cm*, 
la quantité de collagénase employée. b) Les injections d’anatoxine 
histolyticum déclenchent une forte élaboration d’anti-collagé- 
nase fp (cette activité anti-collagénasique des sérums_ anti-histo- 
lyticum diminue de 10 a 15 p. 100 au cours d’un chauffage a 56° 
pendant quatre heures) ; ¢) cinq mois aprés avoir remplacé les 
injections d’anatoxine histolyticum par des injections d’antigénes 
septicum, les sérums de chevaux ainsi immunisés contiennent 
trés peu d’anti-collagénase B, méme ceux qui neutralisent in vivo 
la nocivité de fortes quantités de toxine histolyiicum. La forma- 
tion de Vanti-collagémase 6 déclenchée par les injections d’ana- 
toxine histolyticum régresse donc rapidement lorsqu’on substitue 
4 ces injections des injections d’antigénes septicum. d) Les che- 
vaux qui recoivent simultanément des injections d’antigénes sep- 


; 
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ticum et histolyticum fournissent pendant de nombreux mois un 


taux important d’anti-collagénase pf. Voici quelques exemples 
numériques 


1° Les sérums 151 et 677, prélevés le 23 novembre 1951 & des chevaux 
immunisés uniquement contre les antig¢nes septicum, sont incapables 
a la dose de 0,4 cm* d’inhiber la dose d’épreuve de collagénase 8. 
L’activité antitoxique in vivo (anti-septicum et anti-histolyticum) de 
ces sérums est inscrite dans le Tableau I. 2° Trois mois aprés la pre- 
miére injection d’anatoxine histolyticum, le sérum des chevaux 879 
et 881 inhibe, 4 la dose de 1/4 000 de centimétre cube, la dose d’épreuve 
de collagénase histolyticum ; cinq mois aprés le début des injections 
de toxine septicum ultérieurement faites A ces chevaux, les sérums de 
ces animaux ainsi que ceux des chevaux 379 et 585 ne sont efficaces 
qu’aux doses de 0,1 ou 0,2 cm vis-a-vis de la méme quantité de colla- 
génase. 3° Quant au sérum prélevé au cheval 384, trente mois aprés 
le début de la deuxiéme immunisation, il faut l’utiliser A la dose 
de 0,25 cm* pour inhiber la collagénase employée. D’aprés les dosages 
sur souris, ce sérum titre, aprés un an de conservation, 90 unités 
anti-sept., 120 unités anti-hist. ; ce sérum trés pauvre en anti-colla- 
génase 8, mais antitoxique vis-a-vis de l’antigéne léthal dominant de 
la toxine histolyticum, protége parfailtement les cobayes contre les 
cultures collagénasiques de Cl. histolyticum. En effet, des cobayes de 
400 g auxquels nous avions fait, 4 titre préventif, une injection sous- 
cutanée de 1 cm® de ce sérum vingt-quatre heures avant de leur 
introduire dans les muscles de la cuisse 4 doses mortelles de culture 
histolyticum agée de 22 heures, ont supporté cette épreuve sans pré- 
senter la moindre lésion & aucun moment, alors que cette quantité 
de culture a tué rapidement les cobayes témoins qui n’avaient pas 
été traités par ce sérum ainsi que ceux qui avaient recu, au lieu du 
sérum 384, une injection de 1 cm® de sérum anti-septicum spécifique ; 
ceci incite 4 penser que le constituant sérique qui neutralise 1’anti- 
géne léthal dominant de la toxine histolyticum est, au point de vue 
clinique, un constituant plus important que l’anti-collagénase £. 
4° Le sérum 197, prélevé 4 un cheval ayant recu pendant trois ans 
des injections simultanées d’antigénes septicum et histolyticum, pos- 
séde les propriétés suivantes lorsqu’il est retitré aprés un an de 
conservation a la température du laboratoire: il titre, d’aprés les 
dosages in vivo, 60 a 70 unités anti-septicum, 100 a 110 unités anti- 
histolyticum ; in vitro, 1/200 de centimétre cube de ce sérum inhibe 
la dose d’épreuve de collagénase £. 


Résumé. — 1° L’action léthale de la toxine histolyticum est 
neutralisée par le sérum de nombreux chevaux ayant recu de 
multiples injections de toxine septicum ; Jactivité anti-histoly- 
ticum du sérum de ces chevaux résiste a quatre heures de chauf- 
fage a 56°. 2° Le méme chauffage n’affaiblit pas plus lactivité 
anti-septicum que les propriétés anti-histolyticum du sérum des 
chevaux longuement préparés contre les antigénes histolyticum. 
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3° Lorsque des injections d’anatoxine histolyticum sont faites 
pendant plusieurs mois a certains chevaux, puis remplacées par 
des injections d’antigéne septicum, |’émission de lanti-colla- 
génase 6 régresse rapidement au cours de la deuxiéme immuni- 
sation ; par contre, dans un nombre important de cas, I’activité 
antitoxique des sérums récoltés pendant cette derniére immuni- 
sation augmente singuliérement vis-a-vis de l’antigéne  léthal 
dominant de la toxine histolyticum. 
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RECHERCHES SUR LA LYOPHILISATION 
DES ANAEROBIES 


par M. MOUREAU 
(avec la collaboration technique de N. ALADAME). 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Les nombreuses difficultés de la conservation des bactéries 
anaérobies ont toujours incité les bactériologistes a rechercher 
des procédés plus simples et plus stirs. La lyophilisation, depuis 
longtemps en usage pour les germes aérobies avec de nombreux 
aléas [4], a commencé a codifier ses principes et 4 devenir de 
pratique courante au cours de ces derniéres années [2, 3], sans 
étre cependant généralisée aux laboratoires spécialisés dans 
Vétude des anaérobies [4]. 

Cette technique de la lyophilisation se présentait a priori 
comme la solution idéale pour l’entretien de la collection des 
anaérobies de l'Institut Pasteur. 

Nous allons exposer la technique utilisée et les résultats 
obtenus dans la lyophilisation d’environ 500 souches choisies 
parmi les espéces les plus fragiles. 


TECHNIQUE. 


Les procédés expérimentaux généralement utilisés découlant 
tous, sans beaucoup de modifications, des appareils décrits par 
Swift [4] et par Flosdorff et Mudd [5], nous avons adopté leur 
méthode. 

Description de Vl appareil. — Nous n’utilisons pas de pompe a 
diffusion accouplée & une pompe a palettes, mais une seule pompe 
a palettes A double étage et gros débit capable d’abaisser la pres- 
sion au 1/1 000 de mm de Hg. 

L’enceinte a vide, d’un volume total de 3 a 4 1, comporte : 

1° Directement branché sur la pompe, un piége a vapeur du 
type Flosdorff [5] d’un volume de 2 1, contenu dans un vase 
de Dewar empli de neige carbonique et du 1/10 de ce volume 
de trichloréthyléne, l’ensemble donnant une température infé- 
rieure 4 — 60°. 

2° Branchée sur l’autre orifice du piége, une colonne horizon- 
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tale sur laquelle sont situés les ajutages qui permettront la fixa- 
208 des ampoules. 
° Adaptée a l’un de ces ajutages, la jauge de Mac Leod. 

chee Wee Les souches a lyophiliser sont ensemencées en 
fioles de Jaubert et Gory, en milieu VF glucosé a 2 p. 1 000 [7], 
désaéré, avec adjonction de sérum dans le cas de sérophilie des 
eermes. On les laisse a l’étuve a 37° jusqu’a l’apparition d’un 
trouble indiquant le début de la croissance. La centrifugation est 
aussitot faite & raison d’une seule fiole de J. et G. par pot a 
centrifuger afin de diminuer le plus possible les manipulations 
(détail trés important car les souillures sont d’autant plus fré- 
quentes que les manipulations sont compliquées : malgré cette 
précaution essentielle, nous avons observé une moyenne de 
8 p. 100 de souches lyophilisées contaminées). 

Le culot est alors repris par le « substrat ». Nous utilisons 
le lait en poudre (1) du commerce a raison d’une partie en poids 
pour trois parties d’eau distillée, distribué en ampoules de 
2 cm’? qu’on stérilise vingt minutes 4 105°. Pour un culot de 
centrifugation, selon sa quantité et sa viscosité, la quantité de 
lait ajoutée est d’environ 1 cm’. Le mélange, bien homogénéisé, 
est réparti asepliquement en tubes 4 lyophiliser de 90 mm de 
long, 9 im de large et 0,4 mm d’épaisseur, a raison de III gouttes 
du mélange par tube. Ceux-ci sont étirés puis refroidis dans un 
récipient ‘empli d’un mélange réfrigérant et traversé de tubes 
en cuivre dans lesquels on introduit les ampoules a lyophiliser 
pendant une dizaine de minutes, la température obtenue s’abais- 
sant aux environs de — 60°. 

Ainsi congélés, ils sont fixés 4 l'appareil A lyophiliser déja 
en fonctionnement sous un vide d’environ 1/100 de mm de He. 

Le branchement de 8 4 10 ampoules par souche sur le circuit 
du vide améne une hausse sensible de la pression qui s’éléve 
pendant cing a dix minutes jusqu’ au 1/10 de mm, puis redescend 
au 1/100 de mm en une vingtaine de minutes. 

A ce moment, le mélange de germes et de lait est complétement 
desséché ; on scelle les tubes, sans introduction de gaz neutre 
et on conserve ces ampoules scellées a la glaciére de + 2° 4 + 3°. 


RESULTATS. 


Nous avons ainsi traité 500 souches anaérobies. Les résultats 
des contréles de longévité des germes lyophilisés les plus fragiles 
sont exposés selon leur ordre taxonomique [6], ordre qui fait res- 
sortir leurs analogies biologiques. 


(1) Nous remercions M¥ R. Saissac de sa contribution A la mise au 
point qualitative et quantitative de ce substrat. 
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a a SR RES SS ee 


NOMS DES GERMES. NUMERO DES SOUCHES 


Neisseria vulvo-vaginilis (214 D). ....... 


Veillonella parvula (314 A, 671 A, Te 3)... . 
Veillonella alcalescens (Fa IV)......... 


Diplococcus constellatus (Du VID... 2... oe 
Diplococcus magnus (Bu Ill, MC Il, 34 OA). . . 


Streptococcus anaerobius (265, 580 A)... ... 
URC PLOCOCCUS  PLVAUS (BSI Ayes aes mente 
Streptococcus lanceolalus (683). ........ 
Streptococcus productus (Lev). ..... ...- 
ereptococcus puimidusi(PV)). . . --s 6). =o 


Slaphylococcus aerogenes (BAl, RFI)... ... 
Slaphylococcus anaerobius (ABI, AM, RD II). . 
Staphylococcus asaccharolylicus (265 C, 350 F, 

DSA MAN seedes BC ecseeralseee soar ja vee 2 oa) se seas 


Micrococcus grigoroffi (679 C) ......... 
Mecrococcus lactilytienus (458 B) > <2... a). 
Micrococeus prevolt (américaine, 596 B).. . . 


hustella elostridufornus (432 Il) 7. >. . = . 
Rastellardiastasonis(610)> 0. 2s «seems 
OSCORIT /CHODLONEOD 1). 5 6 a0 8 6 ule Ao 6 
Ristella incommunis (De 15, 157)... . . 2. - 
Restelia wnsoltia. (Ni2, 192\ 11,378) 5. oe 

Rustellanpen/otamsn (CCl amcw ns ee cata ueee- ; 
Ristella pseudoinsolila (376, 432, 444)... .. - 


Zuberella clostridiiformis mobilis (219 6). . . 
ONE OLID SHAVE OS CES 3)" 5 2 sb ks en G8 


A ONG QLE (CST (AEN 5 hk oo Oe bee 
E ubacterium aerofaciens (La 25). ....... 
Bubactertum beforme (S81'B) . 2 6. sw ss 
Eubacterium disci formans (DOI, 364 B) sérophile. 
Eubaclerium niosti (CRIV, A 20). ....... 
Pubacterium parvum (219) ©) ee se ie) 
Eubacterium pseudotortuosum (384) ...... 
Catenabacterium catenaforme (646, 656 B) .. . 


Catenabacterium contortum (413 VI, 463 C). . . 
Catenabaclerium filamentosum (91 bis, 115 d, 

SU OBA cureyioa de) picts cyken sie eNel iy hfe. sete © 3 
Catenabacterium helminthoides (AC 3, 05 B41) . 


Ramibacterium alactolylticum (BuV, DO 4). . 

Ramibaglerium dentium (215) . ....... 
Ramibacterium pleuriticum (262 A, 264 A, 339 C). 
Ramibacterium pseudoramosum (4161 II, 603) . . 
Ramibacterium ramosoides (655). ....... 


Cillobacterium combesi (A413D, A 44H, A 36 B). 
Cillobacterium endocarditis (A 18, A 44 4). 
Cillobacterium sylvestris (A 42 A, TA 2 


OURO GROSSES (BG) 6 0 > 9 OG Oo Oo 26 5 oD 


LONGEVITE 


normale 


45 jours. 


4 mois. 
4 = 


=e DO wh bo Do bo be 
| | a oa tb 


Pa | 


es 


jours. 
mois. 


— 
ew oo tO m= DO Ot = oe 


24 jours. 


LONGEVITE 
apres 
lyophilisation 
en mois 


42 


40 
42 


410 
18 


18 
42 
42 
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LONGEVITE pene 
NOMS DES GERMES. NUMERO DES SOUCHES lyophilisation 
normale sears 

ee een 

Inflabilis megalesporus (517)... .. ++. - 6 mois. 418 
Inflabilis litus-eburense (A 9g)... +--+. > 6 — 18 
Inflabilis setiensis (129 d) .......-.+-+ + 6 — 48 
Spherophorus abscedens (462) .....-...:-. 4 — 18 
Spherophorus freundi (429) .......... 4 — 18 
Spherophorus funduliformis (267, 525, 548). . . 1h) = 18 
Spherophorus glycolyticus (590, 564 C). . .. . 1 = 48 
Spherophoros gulosus (419, 590 A)... . 2s 4 — 18 
Spherophorus ridiculosus (350 A, 422 B) ... . 4 — 18 
Spherophorus varius (263 A, 545). . . . . 4 -- 18 
Fusiformis fusiformis (}14, TR) ........- 45 jours. 42 
Rustfonmas We ledtus:; (650) tome) ecnent- an 145 — 42 
Fusiformis polymorphus (143 D, 2261)... . . 15 — 42 
Fusociltus girans (128 Ill, 593, 627)... ... . 3 mois. * 42 
Actinobaclerium baudeti (565). ........ 4° — 18 
Actinobacterium cellulitis (394) ........ 4 — 412 
Actinobacterium meyert (648 A) ........ 15 jours. j 42 
Bifidibacterium bifidum (Co, Ti, 703). ..... 15 — 12 


Corynebacterium avidum (525, 562,592 c¢). .. . 4 mois. 42 
Corynebacterium diphthervides (319, 494 A)... 1 — 12 
Corynebacterium granulosum (402 A, 583) .. . { — 42 
Corynebacterium liquefaciens (617). ..... 4° — 42 
Corynebacterium parvum (4716, 595, 643 C) .. . 4, — 42 
Corynebacterium pyogenes (637 A)... .... 4 — 42 


Permanence des caractéres biologiques. — Nos expériences 
personnelles et celles de nombreux chercheurs utilisant ces 
souches lyophilisées nous permettent d’affirmer que la presque 
lotalité des souches ainsi traitées conservent leurs caractéres 
biologiques, chimiques, sérologiques, toxiques et pathogénes 
absolument identiques aux caractéres originaux. Nous devons 
signaler cependant que cerlaines souches pathogénes, en parti- 
culier les types C, D et E de Cl. botulinum peuvent perdre, au 
cours de cette manceuvre, tout ou partie de leur pouvoir toxi- 
nogéne. 


CONCLUSIONS. 


La lyophilisation d’environ 500 souches anaérobies nous permet 
de conclure que cette méthode augmente dans des proportions 
trés intéressantes la durée de conservation de ces germes sans 
entrainer aucune modification de ceux-ci (sauf parfois la perte 
du pouvoir loxinogéne). 
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CALCUL DU « POINT 50 P. 100 » DE REED ET MUENCH 
EN FONCTION DU TEMPS DE SURVIE 
MESURE DANS UNE CAGE ENREGISTREUSE 


par R. DEVIGNAT (*). 


(Laboratoire de Costermansville, Congo belge.) 


Dés les premiers essais de titrage biologique d’une toxine, on 
fut amené a compléter la notion qualitative de mort ou de survie 
par une donnée quantitative de temps d’observatiom. C’est ainsi 
que le titrage in vivo de la toxine diphtérique sur le cobaye fut 
effectué et s’effectue encore en un temps standard de quatre- 
vingt-seize heures. 

Plusieurs auteurs, dont J. Ipsen [4] puis Bonezzi et coll. [2], 
ont ultérieurement insisté sur Vintérét de la mesure du temps 
s’écoulant entre l’inoculation et le décés pour caractériser quanti- 
lativement la mort d’un individu. Une telle mesure offre cependant 
Vinconvénient de nécessiter une surveillance continue, pendant 
plusieurs jours et plusieurs nuits. 

C’est pour éviter cet écueil que nous avons construit en 1945 
in appareil d’essai permettant l’enregistrement graphique de 
Varrét du mouvement avec une précision de lVordre du 1/100 de 
journée et une capacité d’observation de 48 souris simulta- 
nément [8]. 


i 


MESURE SIMULTANEE DU MOMENT DE LA MORT 
OU DE LA PARALYSIE TOTALE DE 48 souRis 
DANS UNE CAGE ENREGISTREUSE. 


Cette cage enregistreuse, dont nous présentons une _photo- 
graphie, a été décrite précédemment dans les comptes rendus des 
séances de |’Académie des Sciences. Il vient d’en étre construit 
quelques prototypes par les établissements Medilabo, rue de Ber- 
kendael, a Bruxelles. 

Elle comporte : a) un systéme enregistreur avec mouvement 
(horlogerie, b) une cage proprement dite que l’on peut aisément 
séparer du systéme enregistreur pour le changement journalier du 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1952. 
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tableau de verre fumé dont la course est de 100 mm en vingt-quatre 
heures. Chaque jour on renouvelle aussi la ration quotidienne de 
nourriture qui doit étre semi-liquide et comporter notamment la 
quantité de boisson nécessaire. Ces opérations n’interrompent 
pratiquement pas la continuité de l’observation, car elles ne 
prennent que le temps d’enlever la cage, de placer le tableau de 
rechange préalablement fumé et de remettre la cage en place, aprés 
quoi l’on poursuit les autres manipulations. 

Chaque jour on note, pour les souris mortes, la longueur des 
hachures du point de départ au point ot le tracé devient linéaire. 
Cette longueur en millimétres est la partie fractionnaire du temps 
de survie, la partie entiére de ce dernier représentant le nombre 
de jours pleins depuis V inoculation. En fin d’expérience, on vide 
la cage et on la porte sur ]’évier pour le nettoyage qui s’effectue 
au moyen d’une fine lance d’arrosage (pipette Pasteur raccordée 
a l’eau courante). Un petit crochet et une petite brosse dure 
détachent les souillures trop adhérentes. La cage est réutilisable 
immédiatement et peut servir pour de nombreux essais successifs. 
Dans la cage expérimentale, nous avons fait passer plus de 
800 souris de 1945 a 1947. 


IJ. — ADAPTATION DE LA TECHNIQUE DU « POINT 50 P. 100 » 
DE Reep ET MueENcu. 


Le but essentiel d’un appareil, tel que la cage enregistreuse 
décrite ci-dessus, est de tenter d’obtenir un maximum de rensei- 
enements sur un individu afin de réduire au minimum indispen- 
sable la série de groupes d’individus soumis aA un traitement et 
afin de pouvoir raccourcir le plus possible le temps d’ observation 
nécessaire pour qu’un résultat valable soit acquis. Rappelons 
d’abord qu’un titrage in vivo suppose l’utilisation de souris d’age 
et de poids connus, parfois méme de sexe déterminé, appartenant 
a une lignée souvent bien spécifiée et enfin, notamment dans le cas 
présent, accoutumées depuis un certain temps au régime semi- 
liquide qu’elles recevront dans la cage enregistreuse. 

Dans ces conditions, nous pensons avoir atteit nos deux 
objectifs : gain de temps et économie de souris, en adaptant la 
technique classique de Reed et Muench [4], dont nous supposons 
connus les éléments mathématiques. Par un procédé cumulatif 
ingénieux et logique, cette technique calcule, pour une série de 
groupes d’animaux inoculés de doses virulentes ou toxiques crois- 
santes, une dose pour laquelle 50 p. 100 des animaux meurent et 
50 p. 100 survivent : c’est le « point 50 p. 100 ». Si tous les ani- 
maux inoculés meurent dans tous les groupes, il n’est pas possible 
d’effectuer le calcul. Si la mortalité par groupe s’échelonne de la 
mortalité totale a la mortalité nulle, il est possible d’effectuer le 
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calcul, A la condition que le point 50 p. 100 soit encadré de part 
et d’autre de deux groupes d’animaux présentant une mortalité 
significative. Si ce point tombe entre le dernier groupe et l’avant- 
dernier, par exemple, le résultat va perdre de sa précision et de 
sa valeur. Pour étre certain d’obtenir un résullat en une seule 
expérience, il faudra soit augmenter les intervalles entre les doses 


inoculées, ce qui ne peut se faire qu’au détriment de la précision, 
soit augmenter le nombre des groupes d’animaux entre les doses 
extrémes et ceci va s'avérer dispendieux en travail et en souris. 
Quoi qu'il en soit, le strict minimum de groupes 4a_ utiliser 
pour appliquer la technique est de quatre, pourvu que le 
« point 50 p. 100 » se trouve entre le deuxiéme et le troisiéme 
groupe. Le minimum de souris par groupe est de 5. Notre appareil 
en prévoilt 6 par rangées verticales. Nous aurons atteint notre 
objectif d’économie de temps et de souris si nous pouvons obtenir 
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avec régularité un « point 50 p. 100 » significatif pour quatre 
groupes de 6 souris. 

Selon la technique classique, le « point 50 p. 100 » est signi- 
ficatif, non parce qu’il représente une valeur absolue, mais parce 
quil permet d’établir une comparaison et un rapport entre un 
ensemble de groupes inoculés de doses connues et un autre 
ensemble de groupes inoculés d’un produit virulent ou toxique de 
méme nature, mais inconnu dans sa virulence ou sa toxicité. Pour 
obtenir ce résultat, l’expérience est arrétée A un moment que |’on 
pourrait appeler temps limite, moment que l’on ne peut définir 
que par la guérison totale des animaux survivant a l’épreuve. Le 
postulat cumulatif de Reed et Muench devrait en réalité s’écrire : 
« ...qu’un animal qui meurt, au temps limite, aprés inoculation 
d’un quantum léthal, est un individu qui mourrait si l’on pouvait 
lui inoculer une dose plus forte du méme produit et inversement, 
qu’un animal qui survit 4 un quantum donné, au temps limite, 
est un individu qui eat survécu a l’inoculation d’une dose plus 
faible. Ce postulat reste de méme expression a un temps quel- 
conque. En effet, le temps limite ne confére par lui-méme aucun 
caractére de précision a la mesure et rien n’empéche de mesurer 
la mortalité & un temps quelconque, que nous appellerons f. 
Certes, la mesure du « point 50 p. 100 » 4 un temps ¢ sera diffé- 
rente en valeur absolue de la méme mesure au temps limite, mais 
elle lui restera proportionnelle, car nous savons que la proportion 
des décés dans une population statistique est distribuée dans le 
temps selon une courbe de Laplace-Gauss et, en définitive, la valeur 
absolue ne nous importe guére, puisque c’est un rapport entre 
deux « point 50 p. 100 » que nous devons établir pour connaitre la 
valeur toxique ou virulente d’un produit inconnu comparé au 
produit connu. 

En pratique, comment choisir le temps ¢? Le temps ¢ idéal, 
puisque les décés sont répartis dans le temps selon une courbe 
de lLaplace-Gauss (Bliss [5]), serait en réalité un nouveau 
« point 50 p. 100 », situé au point d’inflexion de la courbe 
résultant de l’intégration de la fonction de Laplace-Gauss, pour le 
méme motif que celui qui a fait choisir la dose entrainant 50 p. 100 
de décés comme la plus significative. Toutefois, la détermination 
de ce temps idéal ou théorique de réaction 50 p. 100, caracté- 
ristique d’une espéce animale soumise a l’action d’une substance 
léthale déterminée, est aA rechercher expérimentalement pour 
chaque association d’une substance léthale 4 une espéce animale. 
La constance d’une telle détermination ne peut s’appuyer que sur 
un grand nombre d’observations d’animaux d’une méme espéce 
soumis a des inoculations de doses variées par des voles qui 
peuvent, au moins théoriquement, entrainer un déplacement en 
plus ou en moins du temps de réaction 50 p. 100. La connaissance 
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de ce temps idéal simplifierait considérablement le probléme mais, 
dans la pratique actuelle, il ne pourrait que rarement étre déter- 
miné avec suffisamment de précision. 

Avec les éléments en notre possession, nous tacherons cependant 
d’une part de choisir notre temps ¢ dans le voisinage du temps 
idéal théorique de réaction 50 p. 100. D’autre part, nous le choi- 
sirons de telle sorte qu’il soit encadré au mieux de deux groupes 
significatifs. Pour cela, nous prendrons pour t: la moyenne des 
valeurs médianes des deur groupes médians de Il échantillon 
connu et nous pointerons, dans les deux séries de quatre groupes, 
les souris mortes ou vivantes A ce temps médian de la série connue. 
Sauf exception imprévisible, cette valeur de ¢ dans la série connue 
ne va pas coincider avec la valeur médiane de f dans l’autre série 
de quatre groupes inoculés de la substance inconnue. Nous serons 
donc amené a corriger la premiére valeur de ft (dose connue), 
soit ¢’, par une seconde valeur de ¢, soit t’’, calculée de la méme 
maniére au temps médian de la série inconnue. Enfin, tne deuxiéme 
correction s’imposera de la méme maniére a notre raisonnement : 
une troisiéme mesure devra se faire au temps médian moyen, 


ae be] 
5 - La lecture finale sera la 


x 


soit t’’, c’est-a-dire au temps : 


moyenne des rapports du « point 50 p. 100 » de l’échantillon 
inconnu a l’échantillon connu, aux temps Cat eet 

Un exemple de titrage réalisé de la sorte illustrera notre raison- 
nement. En 1945, nous inoculons une série de quatre groupes de 
6 souris de doses progressivement croissantes de bacilles pesteux 
virulents. En méme temps, nous inoculons quatre doses virulentes 
de la méme souche a quatre autres groupes de 6 souris, aprés les 
avoir préparées par une injection intraveineuse de 0,002 cm* d’un 
sérum antipesteux. 


2 DOSE DOSE 
SERIES virulente | de sérum MOMENT DE LA MORT DES SOURIS 


et groupes j S 6 i 7 
Shout (germes) (cms); en jours et centiémes de jour 


Série A : 


Groupe 1. . 


Survie. 
Groupe 2. . 


3,46 


Groupe 3. . i 3.06 
Groupe 4. . 55 3,93 


Série B: 
Groupe 5. . 3,08 


Groupe 6. . Survie. 
Groupe 7. . 3,57 


Groupe 8. . 5 4,20 
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Les souris, placées en cage enregistreuse, meurent aux temps 
ci-aprés, écrits en jours et cenliémes de jour. 

Le but de l’expérience était de savoir de combien la virulence 
de la souche serait réduite par l’injection préalable de 0,002 cm? 
de sérum antipesteux. Cette souche était antérieurement connue 
pour sa virulence standard (décés d’au moins deux tiers des souris 
aprés injection de 5 4 15 germes vivants). La série A, contenant 
les groupes numérotés de 1 a4 4, étudie done notre échantillon 
connu. Le temps médian ¢’ de cette série est calculé en faisant la 
moyenne des valeurs médianes soulignées des groupes n° 2 et 
n° 3, c’est-a-dire : 

3,00 + 3,06 + 2,24 + 2,22 


4 


ie 2, G2 (OUTS: 


Comparons maintenant les « point 50 p. 100 » des deux séries 
A et B au temps médian ¢? = 2,62 jours, de la série connue : 


Calcul du « point 50 p. 100 » au temps ?¢’ — 2,62 jours. 


SERIES CUMUL |! GuMUL POURCENTAGES SOIT : 
et cumul morts 


GROUPES morts vifs cumul morts + cumul vifs 


Série A : 


Groupe 1. . 10 
Groupe 2. . 100 
Groupe 3. .| 1 000 
Groupe 4. .| 10 000 


P = Distance proportionnelle = : 
50 p. 100 — pourcentage inférieur é 

pourcentage supérieur — pourcentage inférieur 

BU 51 
~ 13,9 — 22,1 


= 0,5. 


Log dose = log dose inférieure a 50 p. 100 oe 
+ P & log de la raison de la dilution, 
Log dose = log D= log 100 + 0,5 X log 10 = 2,5. 
Dose = D = antilog 2,5 = 316 germes. 


Série B: 


Groupe 5. . 
Groupe 6. . 
Groupe 7. . 
Groupe 8. . 


Log dose = log D’ = log 2 000 + 0,303 X log 2,5 = 3,432. 
Dose= D! = antilog 3,432 = 2 700 germes. 
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Le rapport de Vinconnu au connu: D’/D, au temps f, est 
de 2 700 germes & 316, soit 8,5 fois. 

Premiere correction. — Le temps médian ?’’ est calculé a son 
tour en faisant la moyenne des quatre valeurs médianes des 
groupes. n°? Ore ny 7& 


__ 2,38 + 2,44 + 2,44 + 3,34 


7 = 2,64 jours. 


t" 


Dans le cas présenté, il ne sera pas nécessaire de refaire le 
calcul du rapport D’/D car les résultats, en mortalité, sont les 
mémes au temps 2,64 qu’au temps 2,62. 

Deuxiéme correction. — Le temps médian moyen : 


2,64 + 2,62 
aaa T = 2,63 jours. 


ne devra pas, dans le cas présent, provoquer un nouveau calcul 
de D’/D, car, 4 ce moment, la mortalité est la méme qu’a ¢’ et 
qu’a f’. S’il en avait été autrement, nous aurions additionné au 
rapport 8,5 au temps ? Jes deux rapports différents (ou iden- 
tiques) aux temps ¢’’ et ¢’’’ et nous aurions divisé le résultat par 
trois pour obtenir un rapport de valeur moyenne. Plus sera forte 
la concordance de ces trois rapports et plus seront grandes les 
chances d’exactitude de la mesure effectuée. Pour illustrer. Ja 
concordance que l’on peut rencontrer en pratique, prenons, dans 
le travail de J. Ipsen, déja cité [4], un exemple du 3 mars 1939 qui 
permette un tel calcul sans l’aide de la cage enregistreuse. En 
Voccurrence, il s’agit de la comparaison (p. 227) de deux toxines 
perfringens numérotées Prg 484 et B. 35. A de nombreux groupes 
de 10 souris, J. Ipsen a inoculé, en une expérience, de multiples 
doses échelonnées des toxines Prg 484 et B. 35. Parmi les doses 
inoculées, nous avons choisi celles qui sont a la fois comparables 
dans la quantité et dans la raison de la dilution, soit les doses 
de 10, de 5, de 2,5 et de 1,25 mg. La lecture précise du moment 
de la mort est faite par l’auteur sans appareillage, ce qui est rendu 
possible par la rapidité de la mort aprés l’inoculation (mesure en 
minutes). Dans ces conditions nous arrivons A une concordance 
des meilleures. Les calculs ont été effectués au temps médian du 
groupe Prg 484 soit 23,5 minutes puis au groupe meédian du 
groupe B. 35 soit 43 minutes, enfin au temps médian moyen soit 
33,25 minutes. 

Nous obtenons ainsi 3 valeurs du rapport de toxicité de la 
toxine B. 35 a la toxine Prg 484 : 


Au temps médian 23,5 minutes:. . . . D’/D=7,06/3,4 = 2,08. 
Au temps médian 43 minutes:..... Di Di= 3, 61/4832, 04s 
Au temps médian 33,25 minutes:... D’'/D=4,46/2,23 =2,00. 
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La moyenne de ces trois mesures nous donne le rapport : 2,03 
et l'on peut voir que l’écart de chaque mesure a cette moyenne 
est trés petit et que, par conséquent, le rapport est bien de méme 
ordre de grandeur a des temps cependant fort différents. 

Ces exemples expliquent comment les limites d’application de 
la méthode de Reed et Muench peuvent étre étendues aux cas de 
mortalité totale et que l’inoculation peut se limiter 4 un minimum 
de quatre groupes d’animaux, pourvu que le moment de la 
mort soit connu avec quelque précision. Ils démontrent aussi 
qu’il était imutile de prolonger l’observation aprés la mort de la 
dernicre des 8 souris médianes, soit respectivement au moment 
3,34 jours d'une part et 55 minutes d’autre part. En effet, les indi- 
vidus morts aprés ces temps n’ont été portés en compte que comme 
survivants. Ainsi est réalisé notre deuxiéme objectif qui était de 
ramener la durée de l’observation & un temps minimum. Cette 
durée, au demeurant, aurait d’ailleurs pu étre raccourcie encore, 
notamment dans le premier exemple, par l'utilisation de doses plus 
fortes dont la virulence ou la toxicité n’ont pour limites que le 
seuil de sensibilité des souris au choc protéinique. 


II]. — EnreEGISTREMENT DE LA PARALYSIE PRE-TERMINALE. 


Lorsque au lieu d’enregistrer Ja mort de l’animal, la cage établit 
le moment ot la paralysie a arrété ses mouvements, ce qui va se 
présenter dans nombre d’infections transmises par voie cérébrale, 
les résultats resteront valables, car le moment ott apparait la para- 
lysie pré-terminale est luiméme soumis a une loi de probabilité 
analogue a celle qui préside au moment de la mort. La valeur 
absolue de ces moments de paralysie ou de mort va différer, mais 
le rapport entre le moment de paralysic d’un groupe connu el 
d’un groupe inconnu sera stalistiquement constant, ce qui per- 
mettra une mesure relative satisfaisante. 


En résumé, nous présentons un appareil qui permet d’enre- 
gistrer simultanément, au centi¢me de journée pres, le moment 
de la mort ou de l’immobilisation de chacune de 48 souris. Grace 
a cet appareil on peut : 

1° Adapter la méthode du point 50 p. 160 de Reed et Muench 
au cas de mortalité totale, en calculant ce point en fonction d'un 
temps médran ; 

2° Réduire le nombre de souris & un minimum de quatre groupes 
de 6 souris par échantillon a titrer, avec réponse assurée d’avance ; 

3° Raccourcir le temps d’observation soit en utilisant de fortes 
doses entrainant assez rapidement l’arrét du mouvement, soit en 
suspendant l’observation au moment de Vimmobilisation de la 
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derniére des souris médianes des séries de quatre groupes fai- 
sant l’objet de la comparaison ; 

4° Se rendre indépendant, dans certaines limites, des variations 
inéluctables et imprévisibles de la fraction virulente ou toxique 
d’un inoculum lorsqu’on effectue le titrage d’un anticorps ou 
d’une antiloxine. 
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HISTOPLASMOSE EXPERIMENTALE 
CHEZ LE HAMSTER DORE 


par E. DROUHET et G. SEGRETAIN (°*). 


(Institut Pasteur, Service de Mycologie 
et Physiologie végélale.) 


Le champignon Histoplasma capsulatum, agent d’une mycose 
viscérale, envahit électivement le systéme réticulo-endothélial. 
L’histoplasmose humaine, trés fréquente dans certaines régions 
des Etats-Unis, a été récemment signalée dans diverses parties 
du monde. La maladie a été également trouvée a l'état spontané 
chez le rat, la souris, le chat, le skunks, le furet et le cheval [4]. 
La sensibilité des animaux de laboratoire, expérimentalement 
inoculés, semble étre la suivante, dans l’ordre décroissant : singe, 
jeune chien, rat et souris, lapin et cobaye ; ces deux derniers 
animaux étant trés peu sensibles a |’infection. 

Le rat blane et la souris ont fait objet de nombreux travaux 
expérimentaux dans le but de produire chez ces animaux une 
mortalité difficile a obtenir (2, 3, 4]. Les voles intraveineuse et 
intracérébrale se sont montrées plus efficaces que la voie intra- 
péritonéale, qui donne une faible mortalité et des lésions peu 
étendues. 

Le hamster doré (Mesocricetus auratus), petit rongeur de 
Palestine, amené a vivre en captivité, est trés susceptible a 
diverses infections, entre autres la leishmaniose, parasitose du 
systeme réticulo-endothélial, souvent difficile a distinguer de 
V’histoplasmose dans les lésions. Cela nous a conduits a recher- 
cher le pouvoir pathogéne d’Histoplasma capsulatum sur le 
hamster doré. 

Trois jeunes hamsters, pesant environ 50 g, ont été inoculés 
par voie intrapéritonéale avec 0,5 cm* d’une suspension contenant 
1 500 000 éléments levures par centimetre cube ; cette phase levure 
du champignon a été obtenue par culture d’H. capsulatum 
(souche 2752 de 1’Institut Oswaldo Cruz) sur milieu au sang de 
Campbell. Les animaux sont morts trente-six, trente-neuf et trente- 
neuf jours aprés l’inoculation. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1952. 


382 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


A la nécropsie, l’examen macroscopique révéle une péritonite, 
avee une petite quantité de liquide péritonéal louche, une adéno- 
pathie des ganglions mésentériques, une hypertrophie du _meésen- 
tere et de l’épiploon quelquefois adhérent aux viscéres. On note 
un gros foie et une grosse rate ; le premier de couleur rose pale 
est couvert de micro-abcés lui donnant un aspect de mosaique : 
la couleur de Ja rate est grisatre. Les reins, peu modifiés, ont une 
consistance friable. Des foyers congestifs plus ou moins impor- 
tants sont visibles sur le fond rose pale des poumons. Les vais- 
seaux superficiels du cerveau sont légérement congestionnés. A 
partir des principaux organes et du sang, des rétrocultures d’histo- 
plasme ont été obtenues. 

A Vexamen microscopique, on observe, dans tous les tissus, 
des mononucléaires phagocylant des corpuscules  levuriformes 
parfois bourgeonnants, ovales ou arrondis dont le plus grand 
diamétre varie de 1 a 5 pw. Chaque levure est formée d'une 
masse centrale chromatinienne, bien colorable par les colorants 
basiques et entourée d’un halo clair qui représente la membrane 
non colorable. Les parasites sont exclusivement intracellullaires 
et leur nombre par cellule varie suivant les organes, atteignant 20 
a 25 dans le foie, la rate, les poumons et la moelle osseuse. 

L’atteinte du systeme réticulo-endothéhal est manifeste. Comme 
chez Vhomme, un des organes le plus atteint est le poumon, qui 
est le siége d'une extraordinaire prolifération du systeme réticulo- 
endothélial. La plupart des alvéoles sont garnies de macrophages 
hébergeant de trés nombreux parasites. L’infiltration prévascu- 
laire est particuliérement forte. Toutes les cellules pulmonaires 
sont parasitées, seul l’épithélium bronchique est respecté. La rate 
ainsi que la moelle osseuse présentent également une hyperplasic 
du systeme réticulo-endothélial dont les cellules sont fortement 
parasitées ; la structure splénique est complétement effacée. Dans 
le foie, les cellules de Kupffer, ainsi que certaines cellules hépa- 
tiques renferment de trés nombreux histoplasmes. Des foyers 
de nécrose ainsi que des infiltrations massives de macrophages 
parasités se localisent autour des vaisseaux sanguins dont la 
parol est épaissie. Dans le rein, les histoplasmes phagocytés se 
trouvent dans les glomérules, dans les vaisseaux interlobulaires 
et occupent de nombreux espaces intertubulaires. Dans le cer- 
veau, on ne trouve des parasites que dans les macrophages des 
valsseaux sanguins, avec quelques rares infiltrations périvascu- 
laires. 

L’histoplasmose chez le hamster doré, se manifeste done par 
une prolifération considérable des cellules du systeme réticulo- 
endothélial qui, adaptées 4 la macrophagie, sont bourrées d’histo- 
plasmes. L’envahissement des organes semble se faire par voie 
sanguine, les parasites étant fréquents dans les vaisseaux san- 
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guins, autour desquels J’infiltration macrophagique est particu- 
liérement intense. 

Dans nos conditions d’expérience, Je hamster atteint d’histo- 
plasmose ne présente pas les réactions granulomateuses du type 
chronique que lon rencontre chez la souris et le rat. La maladie 
chez le hamster, facilement inoculable par voie intrapéritonéale, 
est généralisée, avec une intense réaction macrophagique. Cet 
animal doit pouvoir constituer un matériel de choix pour les 
études expérimentales de |’histoplasmose. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 
1, Histoplasma capsulatum dans des macrophages d’un vaisseau sanguin du 
cerveau (x 900). 
2, Cellules parasilées dans une coupe du poumon (X 900). 


3, Frottis du poumon : images de cellules pulmonaires parasitées; bour- 
geonnement des histoplasmes (>< 900). 


4, Coupe de foie : cellules de Kupffer parasitées (X 900). 


5, Glomérule rénal, parasité par des histoplasmes (X 800). Coloration : bleu 
de toluidine. 


PRECISIONS 
SUR LA METHODE D’ETUDE ET IDE MESURE 
DU CONFLIT CELLULES-MICRO-ORGANISMES 


par L. DUCHON (’). 


(Laboratoire de Secteur, Hépital Trousseau.) 


Si nous avons attendu jusqu’a ce jour pour donner les détails 
techniques de cette méthode [4] c’est que la minutie, que réclame 
sa bonne marche aurait paru illusoire avant de connailre Vextra- 
ordinaire sensibilité du phagocyte [4], cette sensibilité complexe 
biologique, mécanique, thermique, physico- chimique, a laquelle 
s’ajoute Ja délicate manipulation des micro-organismes eux-mémes 
si sensibles aux conditions physico- chimiques et thermiques. 

Comme nous l’avons déjé montré, cette méthode se présente 
sous deux aspects: fun qui se rapporte 4 l’activité acquise des 
phagocytes est facile 4 observer, l'autre qu: se rapporte a leur 
activité provoquée est d’une observation beaucoup plus délicate 
parce que les différences numériques des résultats, a Vinverse 
des précédents, sont plus ou moins faibles. 


CONDITIONS BIOLOGIQUES. — Nous avons rappelé et précisé les 
propriétés des phagocytes quant a leur réle fixateur des corps 
étrangers. Manipuler un organisme qui a lendance a s’agripper 
a tout, méme aux bulles d’air, pose un vrai probleme pour des 
distributions de sang qui doivent étre rigoureusement équivalentes, 
d’autant plus que la densité de ces cellules dans le milieu sang 
a tendance a créer des déplacements insolites, done des irrégu- 
larités. Manipulation compliquée encore par la présence de fibrine 
dont toute trace est susceptible de provoquer le « coup d’éper- 
vier » d’amarrage sur les cellules [2]. 

Voici done les manipulations qui nous ont paru tourner les 
difficultés de cette distribution et qui bien entendu doivent se 
faire stérilement (tout en n’accordant pas a ce mot l’absolu qu'il 
implique comme nous le verrons par la suite). 

Elimination de la fibrine. — Il suffit de jeter le sang du ballon 


(* 
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de défibrination sur un filtre de bronze de 60 mailles a Vinch. 
(filtre qui vient d’étre passé a la flamme). 

Elimination des bulles d’air. — Nous disposons d’un entonnoir 
qui admet une tige de verre coulissante dans sa tubulure. Cette 
tige est renflée 4 sa partie inférieure et pour son utilisation enduite 
de paraffine solide en ce point. Ce renflement repose sur le fond 
d’un pot, lui-méme soigneusement paraffiné, et ferme ainsi |’enton- 
noir qui repose sur lui. 

‘Le sang, jeté sur le filtre a fibrine placé sur l’entonnoir, 
séjourne quelques minutes dans celui-ci. Puis, l’entonnoir légére- 
ment soulevé, le sang s’écoule débarrassé des bulles, que |’on 
aura soin de retenir en soulevant la tige avant le passage des 
derniéres gouttes. 

Distribution du sang. — Cette distribution ne peut se contenter 
de la pipette graduée. Sa surface de contact avec le sang est trop 
grande, la hauteur de la colonne liquide accélére les déplacements 
des cellules, la nécessité du paraffinage liquide qui se déplace 
plus ou moins, modifie les volumes, etc. Nous avons imaginé une 
cellule distributrice. Elle est constituée par une ampoule jaugée 
de 1 cm® (telle une ampoule de médication hypodermique) dont 
Yun des bouts reste effilé, dont l’autre est modifié 4 plus grande 
ouverture. Cette ampoule est admise a frottement doux dans un 
tube de verre de 15 cm de longueur dont l'autre extrémité effilée 
est garn:e de coton. L’ ampoule est fixée par le refroidissement 
d’un peu de paraffine dont on a eu soin d’enduire l’extrémité du 
tube. Latéralement le tube est percé d’un trou. On comprend 
aisément le maniement : le tube est relié aux lévres de |’ opérateur 
par un tube de caoutchouc ; l’aspiration rempht l’ampoule ; 
Vindex qui bouche le trou libére le contenu; une chasse d’air 
légére compléte |’évacuation. Cette ampoule est soigneusement 
paraffinée avant usage et méme doublement paraffinée. Montée 
telle que, on aspire de la paraffine a la cire maintenue au bain- 
marie vers 85° que l’on rejette immédiatement. Refroidie, on 
aspire ensuite & nouveau de l’huile de paraffine neutre. (La cire 
permet l’adhérence de la paraffine liquide, ainsi le sang ne 
mouille pas.) Puis l’on pose l’ampoule, ainsi montée, dans le fond 
d’un tube a hémolyse garni de gaze pour expurger totalement 
Vexcés de cette paraffine. 

Pour distribuer le sang, on le puise dans le pot ot il est 
agité alors sans arrét au moyen d’une lame porte-objet enduite 
elle-méme préalablement d’une couche de paraffine solide. Le 
sang n’adhérant pas, la distribution se fait avec la plus grande 
précision dans des tubes a hémolyse spéciaux non paraffinés. 
Mais la cellule est portée au fond du tube de facon que le sang 
ne souille pas les parois (ot il abandonnerait des cellules), 
surface du sang forme véritablement le « couvercle hermétique » 
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au-dessus duquel toute souillure fera sans appel ¢liminer le tube. 
C’est dire que, dés lors, ces tubes seront manipulés avec la plus 
grande douceur, 


ConpITIONS THERMIQUES. — C'est un des points qui nous a paru 
Je plus difficile a réaliser, par nos moyens, en raison de la néces- 
sité d’une isothermie absolue, mais qui est susceptible de per- 
fection avec une étuve spéciale. Et, c’est li un point trés 
important. 

Il faut savoir qu'une variation de 1/2 degré peut donner des 
écarts dans les réponses des sangs pouvant se chiffrer par des 
milliers de colonies pour des tubes identiquement préparés, done 
sensiblité qui n’a rien de commun avec celle de ]’échelle thermo- 
métrique. Or, pour de multiples raisons, 1/2 degré et plus 
s’observe aisément d'une extrémité 4 autre dun porte-lubes dans 
une étuve et d’autant que voisine le moteur qui provoque J’agi- 
tation. Nous avons tourné Ja difficulté incomplétement toutefois, 
ce qui laisse planer encore quelque incertitude dans les cas 
litigieux : 

a) En disposant un petit venllateur a lintérieur de Pétuve qui 
uniformise au mieux Ja température des couches d’air ; 

b) En utilisant des paniers de toile métallique ot les tubes 
par 24 sont rangés cole a cote. Paniers plongés dans un bain- 
marie de glycérine ou mieux de propyléne-glycol et dont le conte- 
nant est une boite en matiére plastique peu sensible aux rayon- 
nements thermiques. Les tubes seront toutefois séparés les uns 
des autres par |’épaisseur d’un fil métallique, qui permet Ja circu- 
Jation du bain, afin d’éviter toute zone de surchauffe. (Toute 
observation se fera avec les tubes d’un méme panier.) 

Dans les cas hligicux, ou pour nous assurer une précision 
rigoureuse éliminant tout doute, nous avons adopté la pratique 
suivante : double observation sur 12 tubes, les 24 tubes étant 
placés dans le méme panier en ordre inversé dont on retient 
bien entendu les moyennes correspondantes. 

La température optimum nous parait ¢tre 39°5 : cellules trés 
aclives, végétalion microb:enne modérée semblent s’accorder pour 
donner les résultats les plus expressifs. 


CONDITIONS MECANIOUES. — Verrerie. — Ici encore nécessité 
dune précision rigoureuse que nous n’avons pu réaliser parfai- 
tement : 1 cm* d’un sang dans 2 tubes de verre neutre. mais de 
diameétre différent, donnera des réponses, sous les conditions de 
la méthode, réguherement différentes. 

Nous nous.’ servons- de tubes « Pyrex » calibrés de 
12 mm x 6 cm qui seraient excellents si ce calibrage compor- 
tait aussi le fond du tube qui est fait & la main... Done nécessité 
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d'une sélection préalable de ces tubes, au moyen d’un agitateur, 
tige d’acier inoxydable de 12 mm x 3 mm: tout tube ov par 
agitation la tige se place transversalement sera rejeté. 

Agitation. — 'Le dispositif est simple : une planchette, au moyen 
d'un petit moteur électrique, est animée d’un mouvement oscillant 
autour d’un axe horizontal et d’une amplitude de 45° environ. 
Le mouvement est régulier, sans a-coups, a un rythme de 30 
a 40 a la minute. 

Les bains-marie sont simplement placés sur la planchette. Le 
simple déplacement de la masse sanguine associé aux courants 
thermiques sont suffisants. L’adjonction de perles, agitateurs, 
méme exactement similaires, ne nous a pas donné satisfaction, 
Vuniformité du travail ne pouvant étre réalisée. A l’arrét, la plan- 
chette devra bien entendu rester horizontale. 


ConDITIONS PHYSICO-cHIMIQUES. pH. — Sensibilité des cellules, 
dune part, prolifération des micro-organismes, d’autre part, 
s’associent pour souligner l’importance de ce point. C’est dire : 

1° Que toute verrer:e jusqu’a la pipette et au compte-gouttes 
sera de verre neulre diment vérifié. Le verre « Pyrex » donnera 
ici toute sécurité. 

2° Que cette verrerie sera soigneusement nelloyée et rincée 
ai Veau distillée. Les tubes a hémolyse en particulier, placés tous 
dans un méme récipient neutre, seront rincés a deux eaux chaudes, 
puis séchés, rangés dans les paniers et stérilisés au four. 

3° Que pour les préparations des souches, dilutions, etc., on 
ulilsera de l'eau peptonée provenant d’un méme ballon. 


ConpDITIONS BACTERIOLOGIQUES. — Préparation des souches, — 
Pour obtenir des résultats dans des conditions aussi similaires 
que possible d’une séance a Vautre, il nous a paru convenir de 
pratiquer ainsi : 

1° Culture de vingt heures de la souche sur un milteu toujours 
le méme, conservé en verre neutre. Le bouillon T est un milieu 
excellent par la simplicité de sa composition. (Se méfier du pas- 
sage d’une fabrication de bouillon a l'autre.) 

2° Lavage par centrifugation & deux eaux de la quantité adé- 
quate de souche. 

3° Répartir dans un petit ballon, toujours de méme dimension, 
rempli A moitié d’eau peptonée et muni de perles de verre. 

4° Agiter activement pendant un temps toujours le méme, deux 
minutes par exemple. 

5° Ajuster par néphélométrie. 

6° Jeter sur un filtre toujours de la méme origine, de la méme 
porosité. (Nous utilisons le filtre Durieu n° 111, filtration lente.) 

7° La pratique déterminera par tatonnements Ja concentration 
nécessaire pour une souche déterminée. Celle concentration est 
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fonction de son activité pathogéne. On doit retenir qu'une souche 
peu pathogéne donnera uniformément des cultures pauvres donc 
sans valeur, qu’une souche trés pathogene est excellente mais 
risque de donner des cultures trés riches. Une bonne souche est 
celle qui avec plusieurs sangs donne des variations étendues. 

A titre indicatif, les souches de Staphylococcus aureus et de 
Streptococcus hemolyticus que nous utilisons actuellement sont 
diluées a 1/50. Dilutions que nous portons a 1/3000 pour la 
recherche des indices et les témoins des souches sur bouillon de 
chaque séance. La bonne marche sera vérifiée par la régulariteé 
des réponses de ces témo:ns. 

Nos souches sont conservées, avec toutes leurs qualités, et 
parfois pendant des années, en les repiquant toutes les semaines 
sur bouillon T- pour le staphylocoque, en les conservant sur 
gélose-sang au réfrigérateur, repiquées tous les mois, pour le 
streptocoque. 

Préparation des dilutions. — Distribution de la souche puis pré- 
paration des dilutions avec des compte-gouttes changés de tube 
en tube et en conservant un tube pur pour les témoins. 

Répartition des dilutions. — Répartir avec le méme compte- 
gouttes, en commencant par les témoins et continuant par les 
dilutions a titre croissants, en ayant soin que la goutte tombe 
réguliérement au centre du tube et sans éclaboussures. 

Séjour a Vétuve. — Nous avons vu que le sang était a l’étuve 
agité pendant quatre heures et y séjournait ensuite un temps égal. 
En vérité, si Von utilise des bains copieux et qu’on les laisse 
séjourner a |’étuve (ne serait-ce que pour enlever toute trace 
d’eau) admission des sangs dans le bain déja chaud permet de 
gagner une heure. (A noter que les sangs mis au réfrigérateur 
au sortir de Vétuve peuvent attendre le lendemain pour l’ense- 
mencement, toutefois le danger de souillures est plus grand.) 

Les boites peuvent supporter de rester a lair libre dans |’étuve, 
cest-a-dire non closes, 4 Vabri seulement de la projection du 
ventilateur, Cetle maniére de faire nous a paru méme préférable : 
isothermie mieux réalisée ou peut-étre aération. La pratique nous 
a montré que les risques de souillure sont minimes : on peut aisé- 
ment mettre en évidence, dans ces conditions, que le sang se débar- 
rasse avec la plus grande aisance de microorganismes non patho- 
génes, tels ceux provenant d’une vieille culture d’un pathogéne 
virulent ayant perdu sa toxiciteé. . 

Ensemencements. — Aprés réfrigération a la sortie de |’ étuve, 
et adjonction de 1,5 cm’ d’eau distillée rafraichie par tube, on 
met dans chacun d’eux un agitateur en acier inoxydable (parce 
que trés réguliers) et on agite fortement. Puis on procéde aux 
dilutions ; elles sont nécessitées par la richesse indispensable des 
cultures : un phagocyte ne travaille réguliérement qu autant quil 
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est « servi a saturation ». On imagine les réponses de deux phago- 
cytes lorsque la distribution microbienne est juste suffisante pour 
saturer le moins actif. 

En principe. et pour celle raison, nous n’accordons aucune 
précision aux cultures pauvres. Une bonne marge de sécurité est 
de quelques centaines de colonies a Vunité de lecture. 

Pour ces dilutions on aura avantage a se servir d'une plaque 
de porcelaine ou métallique 4 godets, facilement stérilisables sur 
Ja flamme. 

Chaque godet contiendra, en principe, 1,5 cm* d'eau distillée. 
Mais avec un peu dhabitude, et suivant les germes utilisés, 
Vaspect des sangs (coloration ou hémolyse) est un guide précieux 
pour modifier ces dilutions que lon corrigera bien entendu par 
la suite pour léquivalence des lectures. 

Une bonne pratique consiste a faire un frottis de chaque sang : 
les différences de richesses révélent importance des dilutions. 

(Seuls les sangs non chauffés des indices ne subiront pas de 
dilutions en raison de la fréquence des cultures pauvres ; c’est 
une approximation que nous recherchons ici, valable par l’extréme 
étendue de |’échelle de comparaison.) 

Pour les ensemencements sur les plaques [3] on utilisera un 
seul compte-gouttes par sang en commencant toujours par le 
témoin, en continuant en suivant ordre et en rincant le compte- 
gouttes dans le tube a distribuer pour atténuer Ja légére erreur 
introduite ainsi. (Ce compte-gouttes sera aisément manié a |’aide 
d’un tube de caoutchoue muni d’un filtre de coton le reliant aux 
Jévres de l’opérateur.) On exprime la goutte utile par pincement. 
La répartition de la gélose 4 10 p. 1000 se fera immédiatement 
et dans les conditions prescrites. 


Lecrure. — L’un:té de lecture est pour nous 4 champs micro- 
scopiques, symétriquement désignés par un cache, lus a lVobjectif 2 
(ou rapportés a cet objectif si la lecture est faite différemment) 
par boite de Petri miniature [3}. 

L’examen & la loupe permettra, méme dans les cas difficiles, 
dapprécier souvent & premicre vue la différence des richesses 
culturales. 


Pris— pe sanc. — ‘Le sang aura été recueilli stérilement a4 la 
veine avec une aiguille 4 plateau et recu dans un ballon a perles 
bouché avec un bouchon plein. Il sera agité soigneusement, toute 
coagulation devant Je faire inéluctablement rejeter. 

On se méfiera des temps froids, il est bon méme de laisser 
séjourner quinze minutes a l’étuve avant de le jeter sur le filtre 
i fibrine. 

Le sang sera utilisé dans les deux heures qui suivent la prise. 
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COMMUNICATION 


UTILISATION EN COMPETITION 
DU :-HYDROXYBUTYRATE DE SODIUM 
PAR NEISSERIA WINOGRADSKYI 


par H. BLACHERE, P. VILLECOURT et G. JACOBELLI. 


(Service des Fermentations, 
Jnslitul Pasteur et Inslitut National de la Recherche Agronomique.) 


Un milieu minéral additionné de £f-hydroxybutyrate de sodium 
ensemencé avec de la terre peut étre envahi d’une culture de Pseudo- 
monas fluorescents [4]. Exploitant cette propriété avec diverses tech- 
niques décrites dans une autre note, nous avons abordé une étude 
bactériologique des Pseudomonas fluorescents [2]. Dans de nombreux 
cas, les germes qui pullulaient en présence de £-hydroxybutyrate 
n’étaient pas des Pseudomonas fluorescents ; ils se présentaient alors 
souvent sous |’aspect de cocci immobiles de diamétre légérement infé- 
rieur 4 1 uw. La flore zymogéne apparaissant sous forme de colonies 
i la surface de 20 terres moulées était composée de ces cocci 
dans 15 cas, 3 terres donnaient une culture pratiquement pure 
de ces germes et 12 terres un mélange de cocci et de Pseudomonas 
pratiquement pur d’autres germes. A partir de 31 grains de terre, 
en milieu liquide, les cultures contenaient ces cocci dans 13 cas. Ces 
cocci ont donc été retrouvés dans 28 terres différentes prélevées en 
diverses régions et de vocation culturale variée. En utilisant l’acéto- 
acétate au lieu de §-hydroxybutyrate, nous avons obtenu en milieu 
liquide & partir de 36 grains de terre ces cocci dans 7 cas. 

La flore zymogéne attaquant le p-hydroxybutyrate comprenait essen- 
tiellement 2 types morphologiques : Pseudomonas et cocci. Dans un 
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nombre limité de cas, elle comprenait d’autres types non identifiés. 
Nous avons confirmé ce résultat par la technique démonstrative de 
Winogradsky pour 3 terres. Vingt grains de terre déposés & la surface 
du silicogel imprégné d'une solution minérale additionnée de p-hydro- 
xybutyrate s’entouraient de colonies qui étaient toutes examinées ; les 
germes de certaines d’entre elles étaient isolés. Dans ces 3 cas, la 
majorité des colonies était formée de Pseudomonas paraissant purs 
au microscope et A l’isolement, ot ils étaient fluorescents, et sur la 
méme boite se trouvaient d’autres colonies, les unes formées de cocci 
paraissant également purs, les autres formées du mélange cocci-Pseudo- 
monas. De rares colonies ne contenaient ni cocci ni Pseudomonas. 

En 1952, a été décrit un germe du sol utilisant le 2-3 butanediol 
dont la morphologie rappelait les cocci ainsi isolés et pour le désigner 
le nom de Neisseria winogradskyi était proposé puis discuté [3]. Nous 
avons entrepris une étude bactériologique de 9 souches de cocci, 
8 ayant été isolées avec §-hydroxybutyrate, 1 avec acéto-acétate, en 
ajoutant pour comparaison 1 souche de Neisseria winogradskyi. Tous 
les caractéres recherchés par des techniques précisées dans une autre 
note [2] étaient communs a ces 10 souches : elles ne prenaient pas le 
Gram, étaient aérobies strictes, elles acidifiaient rapidement glucose, 
galactose, xylose et arabinose, en vingt-quatre 4 quarante-huit heures de 
culture, le lactose en deux a trois jours, le maltose tardivement aprés 
cing jours de culture (1 souche n’acidifiait pas le maltose en dix jours). 
Elles n’acidifiaient pas lévulose, saccharose, mannite et glycérine ; elles 
ne produisaient pas d’hydrogéne sulfuré ni indol, et ni gaz ni nitrite 
en eau peptonée nitratée ; elles n’attaquaient pas l’amidon et ne liqué- 
fiaient pas la gélatine ; elles acidifiaient le lait et le coagulaient tardi- 
vement, parfois aprés quinze jours de culture. Elles cultivaient sur 
milieu minéral renfermant comme substrat 2-3 butanediol ou p-hydro- 
xybutyrate. La croissance 4 37° était aussi facile qu’& 30° et les colonies 
isolées sur gélose nutritive présentaient le méme aspect. 


Résumé. — Des cocci, qui comme les Pseudomonas fluorescents 
utilisent le p-hydroxybutyrate de sodium en compétition avec la flore 
microbienne du sol, sont mis en évidence dans 28 terres différentes. 
Une étude bactériologique de 9 souches montre que ces cocci forment 
un groupe trés homogéne possédant en commun tous les caractéres 
recherchés, identifiables 4 Neisseria winogradskyi. 
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Nous avons rapporté l’an dernier [4] les premiers résultats suggérés 
par l'étude de la tuberculisation du cobaye par voie ganglionnaire. 

Nous avions confirmé les observations de Ninni [2] relatives a la multi- 
plication précoce du B. K. in situ, 

étudié l’aspect histologique des ganglions inoculés et des ganglions 
réactionnels 4 distance, 

et insisté sur le caractére intense et précoce de l’allergie obtenue chez 
les cobayes ainsi infectés. 

C’est V’examen plus précis de ce dernier point qui fera l’objet du 


présent travail. 


Vinget-huit cobayes ont été imoculés dans les ganglions cervicaux et 
inguinaux avec une dilution de culture de B. kK. DS en milieu de Dubos, 
titrant selon les séries 1/1 000, 1/10 000 ou 1/50 000 de milligramme de B. K., 
sous un volume de 1/10 de centimetre cube. 

Huit cobayes ayant recu 1/1 000 de milligramme de B.K. ont eu une 
intradermo-réaction positive avec 1/10 de centimetre cube d'une dilution de 
tuberculine au 1/10, huit jours aprés tuberculisation pour 4 d’entre eux, 
mais au douziéme jour, tous réagissaient positivement. 

Quatre cobayes infectés avec 1/10 000 de milligramme de B.K. étaient 
allergiques huit jours aprés l’apport virulent. 

Sur 8 cobayes inoculés avec 1/50 000 de milligramme de B.K., 3 avaient 
une intradermo positive le huitiéme jour, tous étaient allergiques le dou- 
zieme jour, et 4 d’entre eux avaient alors une réaction escarrotique a 
Vinjection intradermique de 1/10 de centimétre cube de tuberculine 
diluée au 1/10. 

Six cobayes inoculés par voie ganglionnaire avec la souche H37rV a la 
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dose de 1/100 de milligramme ont donné des résultats beaucoup plus dis- 
cordants : 

Trois intradermo-réactions positives le quinziéme jour. 

Trois intradermo-réactions positives le vingtieéme jour seulement. 

Mais 2 témoins inoculés par voie sous-cutanée avec la méme dose de 
la méme souche n’ont réagi A la tuberculine qu’au trentiéme jour. La 
précocité de Vallergie aprés inoculation ganglionnaire demeure, mais nous 
pensons que la souche H37rV, beaucoup moins constante dans son pouvoir 
pathogéne, est moins apte a allergiser l’animal, constatation analogue & 
celle faite notamment par Boquet et Bretey sur la souche Trudeau [3]. 


La précocité d’apparition de l’allergie se trouve ainsi confirmée tout 
au long des expériences, et d’une maniére assez notable pour qu’une 
application au diagnostic de la nature tuberculeuse d’un matériel 
suspect, réductible & un petit volume (1 4 2/10 de centimétre cube) 
puisse étre envisagée. 

Son intensité se manifeste dans les caractéres souvent escarrotiques de 
la réaction intradermique pratiquée aux doses habituelles, ou a des 
dilutions plus grandes les jours suivants. 

Au yingtiéme jour, linjection intradermique de 1/10 de centi- 
métre cube de tuberculine diluée au 1/1 000 détermine constamment 
un nodule érythémateux et deux fois une escarre franche. 

Au trenti¢me jour, aux mémes doses elles sont escarrotiques chez 6 
des 8 cobayes inoculés avec 1/50 000 de milligramme de B. K. 

Cet état allergique précoce, intense, se prolonge apparemment toute 
la survie du cobaye, sauf peut-étre les jours précédant la mort. Dans 
2 cas en effet, l’intradermo escarrotique douze jours avant la mort, est 
simplement légérement papuleuse sept jours plus tard, soit cing jours 
avant celle-ci. 

L’allergie ainsi obtenue se préte bien a l’obtention du phénoméne de 
Koch. Quatre cobayes ont été soumis 4 cette épreuve. L’inoculation 
avait été faite dans un ganglion cervical avec 1/50 000 de milligramme 
de B.K. DS. L’intradermo-réaction était positive au huititme jour ou au 
douziéme ; quarante-cing jours plus tard, fut pratiquée une injection 
intradermique de B. K. tués. Chaque dose vorrespondait aux corps micro- 
biens centrifugés et lavés de 1 cm* de culture en Dubos de huit jours. 

Nous avons obtenu trois fois un phénoméne de Koch typique et 
une fois un phénoméne de Koch mixte. 

L’intensité « ergique » particuliére du ganglion ressort également de 
lexpérience suivante : 

Quatre cobayes inoculés par voie ganglionnaire cervicale ont recu 
dans le ganglion inguinal (maniére de phénoméne de Koch local) une 
injection de B. K. tués, analogue A celle utilisée pour le phénoméne de 
Koch. Dans les vingt-quatre heures est apparue une importante adéno- 
mégalie locale. Le ganglion pisiforme avant l’injection atteignait la 
taille d’une noisette et cette hypertrophie s’est maintenue plusieurs 
jours : six jours plus tard, le paquet ganglionnaire prélevé était macrosco- 
piquement turgescent, rosé, hypervascularisé, avec une augmentation 
importante du nombre et de la taille des vaisseaux afférents et efférents 
dessinant un réseau vasculaire centré par le ganglion. 


L’examen histologique de ces piéces montre dans un ganglion ayant perdu 
sa structure folliculaire, envahi par une sclérose peu dense, surtout A la 
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périphérie, un état congestif, traduit essentiellement par une dilatation 
capillaire plus nette dans les zones superficielles et par un cedéme diffus. 
Il n’existe ni structure tuberculoide, ni processus de caséification. 


Enfin, c’est A Vintensité de cette allergie qu’il faut rapporter selon 
toute vraisemblance un aspect anatomique particulier dont la fréquence 
ne parait pas fortuite. 

Il nous fut révélé la premiere fois chez un cobaye mort vingt-quatre 
heures aprés l’injection « accidentelle » de I goutte de tuberculine pure 
intradermique. A l’autopsie, outre les caractéres particuliers 4 ce mode 
-@inoculation rapportés dans un précédent travail [4], il existe une 
congestion massive des viscéres : poumon, foie, rate ; des épanchements 
séreux ou séro-hématiques de la plévre, du péricarde, du péritoine, et 
enfin une congestion de l’intestin gréle sur une longueur de 6 4 10 cm 
correspondant a un segment de 1’épiploon mésentérique infarci sur 
lequel ressortent des veines dilatées et gorgées de sang. 

Ce méme aspect a été retrouvé six autres fois chez des cobayes morts 
de un a quatre jours aprés injection intradermique de 1/10 de centimétre 
cube de tuberculine diluée au 1/10 et une fois chez un cobaye déja tuber- 
culisé mort six jours aprés inoculation intraganglionnaire de 1/4 000 de 
milligramme de B. kK. tués. 

La ténacité enfin de cette allergie a mis en échec les tentatives de 
désensibilisation faites sur deux séries de 4 cobayes. 

A. — Les premiers avaient été inoculés avec 1/10 000 de milligramme 
de B. k. DS intraganglionnaire, leur intradermo était positive huit 
jours plus tard et le demeurait 4 la vérification faite le vingtiéme jour. 

A partir de ce moment, chaque animal recut une moyenne de quinze 
injections sous-cutanées, & raison de 0,06 cm’ de tuberculine brute 
diluée dans 1 cm? d’eau physiologique. Leur allergie, testée 4 différentes 
reprises au cours de cette épreuve, a résisté A tout essai de désensibili- 
sation, puisque l’intradermo était escarrotique aprés trois injections et 
le restait encore aprés la derniére injection. 

Tous les cobayes sont morts pendant l’expérience entre la dixiéme et 
Ja seiziéme injection sans avoir perdu leur allergie cutanée. 

Fait toutefois assez particulier, l’autopsie n’a pas montré de lésion 
hémorragique, ni d’épanchement séreux analogue a ce qui avait été 
observé 4 plusieurs reprises apres une injection unique de tuberculine. 

B. — Quatre autre cobayes ayant recu 1/50 000 de milligramme 
de B. k. DS ont été soumis & une épreuve analogue, mais différant en 
deux points : 

Les injections de tuberculine ont été commencées cinquante jours apres 
Vinoculation intraganglionnaire. 

Les doses injectées ont été augmentées selon la progression suivante, 
toujours complétée & 1 cm* par de l'eau‘ physiologique : 


[iinestoiss aes etn oS cee. ee 0 020eme> 
Det tOIs eae es eee OD0hems 
OmmatrerxtOlS mya. <ewcs. ans 5 a Waits ere: 
TROISELOISHn Mute. Raton 2) ek 0,4 25,em?s 
Nm CRS aan nnn nr Eee eNO OO snO ui) 022.00. 05225-0025 0RCm~? 


Au total 1,8 cm? de tuberculine brute n’a pu modifier de fagon visible 
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Vallergie cutanée, puisque lintradermo faite aprés dix injections est 
positive, voire escarrotique deux fois ; elle l’est encore apres quinze 
injections et le restera soixante jours apres le début de l’épreuve. 

Chez un de ces cobayes nous avons yu l’allergie fléchir et se négativer 
les jours précédant la mort. 

La méme expérience entreprise chez un cobaye tuberculisé quatre- 
vingt-dix jours plus t6t n’a pas non plus permis d’obtenir la perte de 
Vallergie cutanée. 

Or ces doses sont de beaucoup supérieures A celles utilisées dans des 
expériences analogues par d'autres auteurs tels Boquet [3] ou Gastinel 
et Brocard [5], qui avaient cependant réussi 4 désensibiliser les cobayes 
tuberculisés par voie sous-cutanée. 

Ce nous parait une preuve supplémentaire de la ténacité de lallergie 
obtenue apres inoculation ganglionnaire. 

En conclusion, les caractéres précoces, intenses, durables de l’allergie 
sont affirmés par ces expériences et nous rejoignons les acquisitions de 
la clinique traditionnelle. 

Le réle allergisant de la scrofule sur lequel insistait Marfan est histo- 
rique ; les constatations statistiques de Canetti [6] “lui permettent 
d’affirmer qu’en miati¢re de tuberculose, 3 localisations tissulaires 
déterminent une allergie particulicrement intense: la peau, los, le 
ganglion, ainsi que l’avaient obseryé Bonneyie et With [7]. 

Kt Von sait bien qu’aprés le BCG, la réaction ganghonnaire sera une 
excellente garantie d’allergie efficace. 

Si la tuberculose humaine ou expérimentale est un exemple privilégié 
de la primauté du facteur tissulaire dans la détermination de allergic, 
elle n’en est pas exclusive. Il suffit de se rappeler que les maladies 
solidement allergisantes, & germes figurés ou a virus, brucelloses, chancre 
mou, maladie de Nicolas et Favre, lymphoréticulose d’inoculation ou 
maladie des griffes de chat, atteignent toujours avec prédilection 
le S. R. E. dont les ganglions représentent un élément majeur. 

Au point que, ainsi que nous l’avons observé au cours de ces expé- 
riences, et comme on le sait dans le chancre mou [8] et dans la tula- 
rémie [9] le développement de l’allergie est soumis a la réaction gan- 
glionnaire dans sa précocité d’apparition et dans son intensité. De méme 
est liée le plus souvent & l’existence de gites ganglionnaires la per- 
sistance de lallergie brucellienne. 

Dans un récent travail [40], Reilly en montre tout Vintéreét 
diagnostique et thérapeutique dans le domaine des pasteurelles : « le 
substratum anatomique de l’allergie est dans l’atteinte des cellules réti- 
culaires adénoides » (1). 

Les faits que nous avons observés apportent un argument supplémen- 
taire 4 ces démonstrations, dont l’intérét biologique dépasse de beau- 
coup le cadre de la tuberculose expérimentale. 


(1) L’auteur insiste d’autre part sur lVintimité des rapports qui unissent 
Je ganglion au systéme neuro-végétatif et pense, selon sa doctrine tres 
générale, que toute excitation de ce systeme par des artifices divers 
entraine, outre des perturbations vaso-motrices, d’immédiates modifications 
anatomiques et fonctionnelles des cellules adénoides. 
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TRAITEMENT DISCONTINU 
DE LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE 
DE LA SOURIS 
PAR L’HYDRAZIDE ISONICOTINIQUE (ISONIAZIDE) 


par Francoise GRUMBACH, Nog RIST et Jeannine RIEBEL. 


(Institut Pasteur. Service de la Tuberculose.) 


Au début de la streptomycinothérapie antituberculeuse, la notion de 
la trés rapide élimination du médicament semblait imposer son admi- 
nistration presque continue (quatre & six injections par jour). Or, l’expé- 
rience a montré qu’avec une administration discontinue (une injection 
tous les trois jours), les résultats sont presque aussi satisfaisants, ce 
qu’on peut expliquer par la fixation de la streptomycine sur le bacille 
tuberculeux [4]. 

Pour ce qui est de l’isoniazide, les méthodes chimiques de dosage de 
Kelly et Poét [2] révélent qu’il est trés rapidement absorbé [3] ;. chez 
Vhomme, une heure trente aprés une prise unique de 3 mg par kilo- 
gramme, le plasma contient 3 wg d’isoniazide par centimétre cube. 
Mais ces méthodes ne décélent pas les concentrations inférieures 
40,4 pg [3] ou a 1 wg par centimetre cube [2]. On ignore donc encore 
a quel moment la concentration plasmatique tombe au-dessous 
de 0,05 wg par centimétre cube, concentration bactériostatique in vitro, 
aussi bien en milieu de culture que dans les phagocytes (Suter [4]), et 
on manque de données sur lesquelles fonder a priori la posologie de 1’iso- 
niazide. 

C’est pourquoi nous avons comparé les effets de l’isoniazide et de la 
streptomycine sur la tuberculose expérimentale de la souris, selon qu’on 
les administre tous les jours, tous les deux jours ou tous les trois 
jours (tableau J). 
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TaBceau T. 
De __._._.___ 
TRAITEMENTS 
Tous Tous Tons 
les jours les 2 jours les 3 jours 
Tsoniazide. 
Doses (per os) Se obo SL PRe neal: 5 mg/kg 7,5 mg/kg 
Indice tuberculeux moyen 0,10 0,12 0,10 
Nombre de B.K. sur frottis 
d’organes pour 100 champs 
microscopiques : 
Poumon . Bde oad 0,5 0,8 4 
Bia. (Gist tte tae don Ceo rs 2,5 4 3 
Stlreplomycine. 
Doses (sous-cutanées). . . .| 50 mg/kg 400 mg/kg |* 4150 mg/kg 
Indice tuberculeux moyen . 1,8 : 3 
Nombre de B.K. sur frottis 
d’organes pour 100 champs 
microscopiques : 
POUMLOM 4 last ee a ve x ~ a 
Reales en ARs Fe a) n n 
Tsoniazide 
plus streptomycine. 
Doses (per os et sous-cutané).|2,5 + 50 mg/kg/5 + 100 mg/kg] 7,9 + 1580 mg/kg 
Indice tuberculeux moyen . 0,10 0 0 
Nombre de B.K. sur frottis 
d’organes pour 100 champs 
microscopiques : 
OWNING 6 ooo a 6 0 0,4 0 
Ratetatnr . anak MAR 4 4 0,5 
Témoins non lrailés. 
Indice tuberculeux moyen . 4 


I I A IEEE EACLE TE EEA LED TILES TEESE TIED I LIAL LIE GEOL IE LESLIE OIE IE EELS LEE LILI 


Les souris ont été inoculées et les lésions macroscopiques appréciées 
comme nous l’avons exposé antrieurement [5]. Aprés quarante iours de 
traitement, toutes les souris survivantes ont été sacrifiées. A ce jour, 
toutes les souris témoins étaient mortes. 

Il ressort de ce tableau que le traitement des souris par Visoniazide 


seul tous les deux jours (a la dose de 5 mg par kilograiume) et méme 
tous les trois jours (a la dose de 7,5 mg par kilogramme) est aussi actif 
que le traitement quotidien a la dose de 2,5 mg par kilogramme. 

On remarquera que ces doses sont de l’ordre de grandeur des doses 
quotidiennes administrées 4 l’homme. 


Le traitement par Jl’association isoniazide plus streptomycine est 
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encore plus actif que le traitement par l’isoniazide seul. Par contre, chez 
la souris, la streptomycine seule, administrée tous les deux ou trois 
jours, est moins efficace que par administration quotidienne, du moins 
lorsque le traitement est poursuivi pendant quarante jours. La différence 
est moins nette si l’on sacrifie les souris aprés vingt-cinq jours de 
traitement. 

Cette expérience démontre de plus combien, dans la tuberculose expé- 


x 


rimentale de la souris traitée A son extréme début, dés le lendemain de 
Vinoculation, l’isoniazide est supérieur 4 la streptomycine. Cette supé- 
riorité est encore plus marquée chez la souris que dans les milieux de 
culture, ot lisoniazide est environ dix fois plus actif que la strepto- 
mycine, alors que, chez la souris, il l’est au moins vingt fois. 

On peut en chercher ]’explication dans le fait que la streptomycine agit 
beaucoup plus mal sur les bacilles intracellulaires que sur les bacilles 
extracellulaires (Barski [6]), alors que l’isoniazide est aussi actif sur les 
bacilles phagocytés in vitro que sur les bacilles libres au sein d’un milieu 
de Dubos (Suter [4]). 


Conclusion ; Le traitement de la tuberculose expérimentale de. la 
souris par une dose d’isoniazide de 7,5 mg par kilogramme, administrée 
tous les trois jours, est aussi efficace que le traitement par une dose 
quotidienne de 2,5 mg par kilogramme. La courbe d’élimination et le 
mode d’action de l’isoniazide sont encore trop mal connus pour que nous 
tentions d’expliquer ce phénoméne. 
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ACTION COMPAREE DE LA STREPTOMYCINE 
ET DE LA DIHYDROSTREPTOMYCINE 
SUR LA CROISSANCE 
DE TISSUS DE CAROTTE CULTIVES /N V/TRO 
ET SUR UN BACILLE DE KOCH 
STREPTOMYCINO-DEPENDANT 


par G. NETIEN, J. VIALLIER, M. CARRAZ et J.-C. KALB. 


(Laboratoire de Matiére Médicale et Botanique de la Faculté Mizte 
de Médecine ef Pharmacie. Institut Bactériologique de Lyon.) 


4 


Nous avons été amenés 4 étudier de deux coétés différents l’action de 
la streptomycine et de la dihydrostreptomycine sur une souche de 
tissus de carotte [4] d’une part, et sur une souche de bacille de Koch 
streptomycinophile [2] d’autre part. Il nous a paru intéressant de 
grouper et de comparer les résultats obtenus. 

Une souche de carotte standard ayant subi de nombreux repiquages 
a été ensemencée sur milieu de R. J. Gautheret (1) contenant du 
sulfate de streptomycine ou du sulfate de dihydrostreptomycine a des 
doses de 1000, 100, 10 ng par millilitre. Une autre série de milieux 
renfermant les mémes antibiotiques aux mémes doses a été stérilisée 
a Vautoclave & 115° durant vingt-cing minutes. Enfin, une troisiéme 
expérience a été effectuée sans ajouter l’acide béta-indolacétique au 
milieu de culture. 

La croissance du tissu a été appréciée aprés un mois de culture par 
différence entre le poids initial d’ensemencement et le poids final. 

Il a été constaté avec le milieu sans hormone de croissance que la 
dihydrostreptomycine exerce une influence favorable sur le déve- 
loppement du tissu végétal, mais que celle-ci ne s’exerce que pour 
une dose faibte (10 ug par millilitre). Aux doses supérieures, cet anti- 
biotique aussi bien que la streptomycine a une action inhibitrice 
manifeste. 

Le sulfate de streptomycine A la dose de 10 ug par millilitre est éga- 
lement inhibiteur. La présence dans le milieu de culture d’acide 
béta-indolacétique & la dose de croissance optima (10—") fait disparaitre 
la dépendance et, dans ces conditions, les deux antibiotiques sont des 
inhibiteurs de la croissance du tissu de carotte cultiyé in vitro, 

La souche de bacilles de Koch streptomycinophile a été isolée direc- 
tement, en milieu de Dubos contenant 50 ug par millilitre de dihydro- 


(1) Le miheu de culture & la composition suivante : Sol. de Knope unl 2n 
saccharose, 3 p. 100; chlorhydrate de cystéine 10—5 ; yitamine B 10—6 : 
acide B-indolacétique 10—7 ; gélose, J p. 100. , 
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streptomycine, a partir de l’expectoration d’un malade porteur de 
lésions pulmonaires tuberculeuses et traité par cet antibiotique. Tous 
les essais ultérieurs ont été effectués en milieu de Youmans, sérum de 
cheval. Cette souche de bacilles poussait normalement dans un milieu 
contenant 4000 ug par millilitre de dihydrostreptomycine. Elle n’étatt 
pas streptomycino-exigeante, mais poussait beaucoup plus rapidement 
et beaucoup plus abondamment dans les milieux de culture contenant 
de la dihydrostreptomycine que dans les milieux témoins. Nous avons 
pu vérifier aussi que deux dihydrostreptomycines de marque différente 
se comportaient d’une maniére identique. L’ensemencement en milieu 
streptomyciné, par contre, donnait des résultats tout autres, la pousse 
y était comparable a celle des témoins. Cette dépendance stricte du 
bacille pour la dihydrostreptomycine a pu étre observée au cours de 
trois repiquages successifs & partir de la souche isolée primitivement, 
ce caractére s’atténuant du reste, comme cela est classique ; les souches 
streptomycinophiles ne gardent ce caractére que transitoirement et 
évoluent vers la simple streptomycino-résistance. Lors du premier 
repiquage, il fallut attendre le trentiéme jour pour voir apparaitre des 
cultures en milieu témoin, le développement étant alors déia_ trés 
abondant en milieu dihydrostreptomyciné ; les différences macros- 
copiques furent contrélées microscopiquement. Elles furent retrouvées, 
bien que moins nettement, au cours des deux repiquages ultérieurs. 

Nous n’avons pas eu l’occasion d’étudier |’inhibition du phénoméne 
par l’acide béta-indolacétique, ni l’influence de la stérilisation 4 l’auto- 
clave du milieu de culture contenant la dihydrostreptomycine. 

Ces recherches sont en faveur, croyons-nous, d’une streptomycino- 
philie stricte, liée & l’apport par la dihydrostreptomycine d’un_ fac- 
teur nutritif utilisé, dans un cas par le tissu de carotte et, dans l'autre 
cas, par le bacille tuberculeux. La suppression de l’action favorisante 
par l’adjonction au milieu de culture d’une hormone de division ferait 
penser que la dihydrostreptomycine se comporterait plutét comme un 
facteur de départ ou de division. 

Quoi qu’il en soit, le point principal réside, croyons-nous, dans le 
comportement différent du sulfate de dihydrostreptomycine et du 
sulfate de streptomycine. La caractéristique chimique qui différencie 
la dihydrostreptomycine de la streptomycine consiste en une hydro- 
eénation partielle dans laquelle le groupement aldéhydique du 
streptose central est transformé en une fonction alcool primaire. Cette 
différence est probablement suffisante pour expliquer une action 
différente de la streptomycine et de la dihydrostreptomycine. 
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ETUDE SPECTROSCOPIQUE 
DE LA COLORATION PRISE PAR LES MYCOBACTERIES 
SOUS L’INFLUENCE DU ROUGE NEUTRE 
par J. VIALLIER et J. TIGAUD. 


(Institut Baclériologique de Lyon.) 


En 1949, RK. Dubos et G. Middlebrook [4] ont décrit un test de 
virulence cyto-chimique des Mycobactéries. Le rouge neutre en 
solution aqueuse au pH de 8,9 colore en rouge les Mycobactéries 
pathogénes ; les Mycobactéries non pathogénes et Jes autres microbes 
se colorent faiblement en jaune ou ne se colorent pas. Hauduroy et 
Posternak-Gallia [2] ont constaté des variations dans la coloration 
des Mycobactéries pathogénes ; ils ont insisté sur Ja teinte spéciale 
prise par le BCG et sur la spécificité de la réaction. 

L. Richmond et M. Cummings [3] ont comparé la virulence indiquée 
par cette coloration 4 d’autres tests et aux résultats de linoculation 
au cobaye. Nous-mémes avons étudié la spécificité de la réaction [4] et 
établi une certaine relation entre l’intensité de la coloration et l’action 
pathogéne du bacille chez le cobaye [5]. 

L’appréciation par l’ceil humain de Ja teinte exacte prise par une 
Mycobactérie, sous linfluence du rouge neutre nous a vite paru 
trop subjective pour permettre une comparaison valable entre des 
souches nombreuses examinées 4 des moments différents. Aussi nous 
sommes-nous efforcés de réaliser par l’examen_ spectroscropique, un 
procédé d’appréciation chiffrée. Nous avons utilisé un appareillage 
trés simple comportant comme source de lumiére une lampe & arc. 
Le faisceau lumineux trayersait une cellule constituée de deux 
rondelles de verre optiquement planes séparées par des cales annu- 
laires permettant de réaliser entre les faces des verres, un espace 
vide de 5, 4, 3, 2, 1, dixiéme de millimétre d’épaisseur. C’est dans cet 
espace que l’on dispose en les comprimant, les bacilles convenablement 
traités. L’examen est fait avec un spectroscope ordinaire, 4 prisme, 
a vision directe. L’inconvénient du procédé est d’exiger une quantité 
importante de bacilles, d’ot nécessité de cultures en grande quantité & 
partir de repiquages. L’ensemencement en ballons contenant 30 cm 
de milieu de Youmans-sérum de cheval, ou en milieu de Loewenstein, 
nous a permis une récolte suffisante. L’examen a toujours été effectué 
plus de quarante jours aprés l’ensemencement, afin d’éviter la cause 
d’erreur due a l’examen de bacilles immatures [6] n’ayant pas encore 
réalisé leurs synthéses lipidiques [7]. 

D°’une facon générale, les Mycobactéries bien colorées par le rouge 
neutre donnent un spectre d’absorption dans le vert et dans le bleu. 
Il ne nous a pas été possible d’isoler dans le vert et dans le bleu, une 
bande d’absorption assez étroite pour apprécier ses limites de part et 
d’autre. On peut considérer le spectre d’absorption comme continu en 
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partant du vert en direction du bleu. C’est la limite du spectre du 
coté du vert, et sa correspondance sur 1|’échelle graphique que nous 
avons noté, en étudiant chaque fois le bacille sous les cing épaisseurs 
que nous avons signalées de 5 4 1/10 de millimétre. La sécrétion de 
pigment, par certaines souches de Mycobactéries peut géner l’inter- 
pretation des chiffres trouvés 4 ]’examen spectroscopique ; aussi pour 
certaines souches, avons-nous procédé A la mesure préalable de 
absorption donnée par les bacilles 4 1’état vivant non colorés par le 
rouge neutre, puis 4 la mesure avec les mémes bacilles colorés. Notre 
étude a porté sur 69 souches microbiennes dont 51 de Mycobactéries, 
Plusieurs ont été examinées 4 intervalles plus ou moins éloignés, allant 
jusqu’a six mois. Les résultats trouvés ont toujours été superposables, 
les variations restent inférieures A 10 Mu. 

Trente-sept souches de Mycobacterium tuberculosis var. hominis 
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récemment isolées d’expectoration ou de pus de malades atteints de 
tuberculose pulmonaire ou pleurale et que nous considérons comme 
des souches virulentes, se sont colorées sous Jl influence du rouge 
neutre. Dans les conditions expérimentales ot nous nous sommes 
placés, ce qui nous a paru le plus caractéristique, c’est l’absorption 
sous l’épaisseur de 3/10 de millimétre : tous ces bacilles absorbaient 
a plus de 450 my et la plupart au-dessus de 500. Ce qui est aussi 
caractéristique, c’est la persistance d’une absorption notable dans 
le vert sous l’épaisseur de 2/10 de millimétre et parfois méme a 1/10. 

La souche H37RV, étudiée & plusieurs reprises, nous a donné tou- 
jours des résultats concordants. A titre d’exemple, nous indiquons 
labsorption sous les différentes épaisseurs, pour les souches H37RV, 
et deux souches humaines, la plus ou la moins colorée, correspondant 
aux limites de la zone. 
ABSORPTION EN Mp. SOUS UNE EPAISSEUR DE 
WwW 
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Une souche bovine (Rav.) absorbait fortement a 520 my sous 3/10 
d’épaisseur et A 470 sous 2/10. Quatre bacilles aviaires absorbaient 
peu 4 450 my sous 3/10 d’épaisseur. 

Une souche humaine avirwlente (H37RV) nous a donné des résultats 
tout différents. L’absorption étant importante sous les épaisseurs de 5 
a 4/10 (520, 520 my) mais diminuait rapidement pour les épaisseurs 
suivantes (420, 420, 420 mu). Il en fut de méme pour deux souches 
homogénes (humaine et bovine) entretenues en eau peptonée glycérincée 
et ne donnant pas chez le cobaye de tuberculose expérimentale. 

Le BCG done un spectre d’absorption de pouvoir tinctorial moyen 
sans qu’on puisse définir de facon précise la teinte particuliére 
signalée par Hauduroy et Posternak-Gallia. 

Douze bactéries d’autres groupes ont été examinées : 6 souches de 
staphylocoques, Proteus O X 19, Pseudomonas aeruginosa, Bscherichia 
coli et groupes voisins (4 souches) [cultures pigmentées ou non]. 

Sous l’épaisseur maxima de 5/10 mm d’épaisseur, l’absorption est 
variable, mais sous l’épaisseur de 3/10 ces bactéries absorbent 
au-dessous de 470. Ce qui nous a paru caractéristique, ce n’est pas 
naturellement l’absorption sous forte épaisseur qui peut  s’étendre 
fort loin, mais la rapidité avec laquelle le spectre s’efface lorsqu’on 
diminue 1|’épaisseur. 

Nous avons étudié enfin 3 bacilles paratuberculeux pigmentés lun 
en jaune, les 2 autres en rouge. En milieu de Youmans, sérum de 
cheval, le pigment est peu abondant, mais sur milieu solide, il géne 
considérablement les mesures. Les absorptions sous forte épaisseur sont 
alors tout a& fait voisines de celles des bacilles fortement virulents. 
Nous avons pensé qu’il était possible de mesurer cette absorption 
avant et aprés coloration par le rouge neutre. Les bacilles non 
pigmentés, tuberculeux ou autres, n’absorbent pas au-dessus de 430 
sous 3/10 de millimétre d’épaisseur ; les bacilles pigmentés donnent au 
contraire un spectre caractéristique, la limite étant supérieure A 430. 
On recherche s’il existe une différence dans le spectre d’absorption 
aprés coloration par le rouge neutre. Nous n’avons pas, pour les 
3 souches de bacilles paratuberculeux étudiées, trouvé de différence 
notable avant et apres coloration. 

L’utilisation de cette technique nous a permis de confirmer les 
résultats obtenus déja par Hauduroy et Posternak-Gallia et par nous- 
mémes. Il y a des variations dans la coloration prise par les différentes 
Mycobactéries sous Vinfluence du rouge neutre. Nous nous proposons 
de comparer les résultats fournis par d’autres tests de virulence. 
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LES GROUPES SANGUINS DES EQUIDES 
Il. — LES GROUPES SANGUINS DES CHEVAUX 


par L. PODLIACHOUK et A. EYQUEM. 


(Unstitut Pasteur. Service de M. Dujarric de la Riviére.) 


On sait que les chevaux ont été répartis en trois groupes sanguins 
par Hirszfeld et Presmysky d’une part, et Dujarric de la Riviére et 
Kossovitch d’autre part en quatre groupes dépendant de la présence 
ou de l’absence de deux. antigénes A et B. Ces résultats ont été ulté- 
rieurement confirmés par les travaux de Schwartz (portant sur 
100 chevaux), de Nevadow (sur 1 750 chevaux), de Tomow (sur 105 che- 
vaux) et d’Orlow, Ratner et Gromyko (sur 2 328 chevaux). 

Cependant, le systeme des quatre groupes sanguins ne permet pas 
de grouper tous les animaux, 5 A 20 p. 100 d’entre eux constituent des 
exceptions. 

Schermer et ses collaborateurs, au cours de travaux poursuivis de 
1928 a 1934, ont élaboré une théorie basée sur ]’existence de 6 antigénes 
et 6 agglutinines et la présence, dans un méme sang, de 0 a 5 agglu- 
tinogénes et de 0 a 4 agglutinines. 

Plus récemment, Chary, au cours de l'étude de 66 chevaux, a dis- 
tingué cing groupes: un groupe posséde les antigénes A et B sans 
agglutinine, mais avec facultativement de 0 a 14 antigénes secondaires ; 
un autre posséde des agglutinines actives vis-a-vis des facteurs secon- 
daires en méme temps qu’il présente les mémes caractéres globulaires 
A et B. Deux autres catégories présentent soit le facteur A, soit le 
facteur B, isolé ou associé & d’autres facteurs secondaires. Quelques 
rares chevaux, appartenant au groupe 0, ne possédent pas d’aggluti- 
nogéne. 

Toutes ces recherches ont été faites 4 l’aide de réactions d’iso- 
agglutination utilisant des sérums naturels, et ont été rendues difficiles 
par le faible titre de ceux-ci ; mais il est difficile de les comparer car 
leurs auteurs n’ont pas fait échange de sérums-tests. 

D’importantes recherches ont été effectuées pendant cette derniére 
décade par Lehnert qui a préparé des iso-immun-sérums de titre élevé. 
Cet auteur a confirmé la présence dans le sang de chevaux de deux 
antigénes principaux A et B. L’antigene principal A comprend 6 récep- 
teurs partiels dont le principal A, se rencontre dans 87 p. 100 des cas. 
L’antigéne B se présente sous trois formes, B,, B., B,. Outre ces 
antigénes, il existe trois facteurs dont la présence est révélée a laide 
de réactions d’hémolyse et un agglutinogéne X dont on n’a pu encore 
apprécier les rapports avec les antigéns A et B. Il existe, de plus, une 
propriété récessive Q qui s’accompagne d’une iso-agglutinine active sur 
un récepteur 1 qui semble spécifique de l’espéce chevaline et fonctionne 
comme une auto-iso-agglutinine de caractére physiologique. 
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Nous avons, au cours d’une premiere série d’expériences, examiné 
150 chevaux A l’aide de la réaction d’iso-agglutination pour essayer de 
trouver des iso-agglutinines de titre élevé. Nous avons pu classer ces 
150 chevaux dans quatre groupes, A, B, O, AB, mais nous avons 
constaté Vexistence d’un grand nombre d’exceptions et nous n’avons 
pas pu obtenir d’iso-agglutinine naturelle de titre supérieur a 1/8. 

Ultérieurement, en nous servant comme sérums de références des iso- 
immun-sérums aimablement fournis par M. Lehnert, mous ayons 
examiné 230 chevaux. Nous avons obltenu sur ces chevaux la répartition 
suivantes : 

Groupe A, 21 p. 100; groupe AB, 65 p. 100; groupe B, 10 p. 100 ; 
eroupe O, 4 p. 100. Mais l’étude des sous-groupes de ces chevaux a été 
rendue difficile du fait que les iso-immun-sérums contenaient plusieurs 
agglutinines. Nous avons été ainsi amenés a utiliser d’autres techniques 
et & nous servir de sérums, provenant surtout de mulets, et absorbés 
a laide de globules rouges de différents chevaux. 

Avant de réaliser des iso-immunisations pour obtenir des sérums 
de titre élevé, nous avons voulu étudier, chez le cheval, les antigénes que 
nous avons individualisés chez le mulet. ‘ 

Nous avons signalé antérieurement que l’examen des réactions 
d’agelutination obtenues a l’aide de sérum de mulet et de sérum d’dne 
ou de baudet du Poitou, nous avait permis de mettre en évidence sur 
les globules des mulets l’existence de quatre agglutinogénes A, B, C, D. 
L’examen de 150 cheyvaux de l’annexe de l|’Institut Pasteur 4 Garches 
nous a permis de constater que les antigénes A, C, D existant sur les 
globules rouges de mulet se retrouvent aussi chez les chevaux et 
peuvent étre mis en évidence da laide des sérums de mulets chez les 
cheyaux. Les épreuves d’absorption de sérum spécifique de mulet actif 
vis-a-vis de globules mis en suspension dans l’eau physiologique nous 
ont montré que l’agglutinogéne A existant chez le mulet absorbe 
Vagglutinine décelant lagglutinogéne A du cheval, Il en est de méme 
des antigénes C et D. 

Cet examen nous a permis de confirmer que l’agelutinogéne B 
commun aux globules rouges des dnes et des mulets n’existait pas 
chez le cheval. L’examen de l’activité d’autres sérums nous a permis 
de mettre en évidence un antigéne différent dénommé E, qui existe aussi 
chez les mulets. Ainsi, sur les 130 chevaux examinés, nous avons 
constaté la répartition suivante, suivant l’existence des antigénes de 
groupes sanguins A, C, D, LE. 

Sur les seize groupes sanguins possibles du fait de la combinaison 
des quatre antigenes A, C, D, E ou leur absence, nous avons déji 
rencontré 13 de ces combinaisons qui se répartissent ainsi : 10 A, 16 C, 
ID; ol AG, SAD, 3° AEN S CD 4 CED SACD AI7 ACE CDE AGDE: 
5 O, Nous n’avons pas rencontré encore de chevaux appartenant aux 
groupes : E, DE, ADE. 

Ainsi l’antigéne A a été rencontré quatre-vingt-quinze fois, l’anti- 
gene C cent sept fois, lVantigéne D vingt-quatre fois, l’antigéne E 
vingt-six fois. 

Nous avons recherché l’existence d’agglutinine dans le sérum de 
ces 130 chevaux et nous avons décelé les agglutinines anti-A, anti-C, 
anti-D et anti-E, Nous n’avons pas trouvé parmi ces animaux qui sont 
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soit des males, soit des juments vierges ou pouliniéres, d’agglutinine 
anti-B qui semble étre réservée, dans l’espéce chevaline, aux juments 
mulassiéres immunisées. Le pourcentage des chevaux possédant une 
iso-agglutinine est relativement faible. Il ne dépasse pas 26 p. 100. 
Nous avons trouvé a un titre notable treize fois Vagglutinine anti-A, 
quatre fois Yagglutinine anti-C, une fois l’anti-D, et 2 un faible titre 
16 chevaux sur 130 présentaient une iso-agglutinine. Un seul cheval 
possédait une iso-agglutinine anti-E, d’un titre de 1/8. 

Au cours des envois d’échantillons de sang, nous avons pu repérer 
les sangs provenant de mulet qui chaque fois étaient décelés par la 
présence de l’antigéne B. 

Les antigénes mis en évidence ont été désignés arbitrairement 
suivant ordre chronologique de leur découverte. Nous n’avons pas 
encore étudié les rapports qu’ils présentent avec les antigeénes mis en 
évidence antérieurement. 

Nous tenons a remercier trés sincérement M. Lemétayer, directeur de 
l’annexe de I’Institut Pasteur & Garches et ses collégues les docteurs- 
vétérinaires Nicol, Girard, Lamy, Corvazier, Cheyroux, qui ont trés 
aimablement pour nous prélevé les échantillons de sang. 
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RECHERCHE DES PROPRIETES INHIBITRICES 
DE L’AGGLUTINATION 
PAR LE VIRUS DE LA MALADIE DE NEWCASTLE 
DANS LES SERUMS DE MALADES 
ATTEINTS D’ANEMIE HEMOLYTIQUE ACQUISE 
ET D'AUTRES SYNDROMES HEMOLYTIQUES 


par A. EYQUEM et J. DAUSSET 
(avec la collaboration de M. JACUBEIT). 


(Institut Pasteur et Centre National de Transfusion Sanguine.) 


A la suite de la communication récente concernant la mise en évi- 
dence de réactions positives pour le virus de la maladie de Newcastle 
dans le sérum d’un sujet atteint d’anémie hémolytique acquise d’origine 
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cryptogénétique, nous avons pensé qu'il serait intéressant d’étudier le 
pourcentage de réactions positives dans les sérums de sujets atteints 
de syndromes hémolytiques dont nos deux laboratoires ont eu l’occasion 
deffectuer 1’étude immuno-hématologique. Nous avons examiné les 
sérums de 129 individus atteints de syndromes hémolytiques divers et 
avons constaté que 7 d’entre eux présentaient un pouvoir inhibiteur de 
Vagglutination des globules rouges de poule par le virus de la maladie 
de Newcastle (1). Cependant, cette inhibition était parfois difficile a 
mettre en évidence du fait de l’existence d’une agglutinine antiglobules 
rouges de poule. Aprés avoir réalisé l’absorption de cette agglutinine 
a Vaide de globules rouges de poule fraichement prélevés, nous avons 
constaté que trois sérums présentaient un titre inhibiteur important 
atteignant 1/1 200, mais un seul de ces sérums provient d’un sujet atteint 
d’anémie hémolytique avec hémolysine. Les deux autres échantillons de 
sérums proviennent d’un malade atteint d’hémoglobinurie paroxys- 
tique nocturne, ou maladie de Marchiafava-Micheli, et l’autre d’une 
anémie congénitale sphérocytaire. Dans un cas d’anémie hémolytique 
acquise concernant un enfant, nous ayons constaté une inhibition 
jusqu’au 1/160. & 

Dans 34 cas d’anémie hémolytique acquise, nous n’avons pas constaté 
la présence de propriété inhibitrice vis-a-vis du virus de Newcastle. 

Tous les autres syndromes provenaient de sujets atteints de syn- 
dromes hémolytiques divers : maladie de Marchiafava-Micheli, maladie 
de Lederer-Brill, bilieuse hémoglobinurique, purpura, anémie drépano- 
cytaire, anémie sphérocytaire, cirrhose, ictére avec hépatite, anémie 
syphilitique, paroxystique a frigore, anémie avec réaction de Hirst 
positive, syndrome hémolytique associé avec maladie de Hodgkin, 
leucémie myéolide et leucémie lymphoide. 

De ces premiers résultats nous pouvons conclure que le virus de la 
maladie de Newcastle ne semble pas pouvoir étre retenu comme cause 
importante des anémies hémolytiques acquises chez l’homme. 


UNE VARIANTE DE SAL. TYPHI/ 
ANALOGUE A LA SOUCHE O 901 


par L. LE MINOR et Mze J. GRABAR. 


(Institut Pasteur. Centre des Salmonella.) 


Depuis qu’en 1925 Felix et Olitzki isolérent la souche O 901, cette 
variante O pure, immobile, de S. typhi resta unique [4]. En raison de 
la rareté de cette variante, il nous a paru intéressant de signaler une 
souche analogue (T 35-52). 

Un jeune Arabe fut admis en octobre 1951, & l’hdpital Conseil de 
Tunis pour un syndrome méningé accompagné d’une température 


mart La souche de virus étudiée a été isolée par M. Atanasiu a l'Institut 
asteur. ; 
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présentant tous les trois jours un clocher. Un examen sanguin montra 
la présence de Plasmodium vivax, ce qui motiva l’institution d’un trai- 
tement a la nivaquine qui amena l’apyrexie. Mais le médecin traitant 
ayant signalé qu’avant son admission, le malade avait présenté un 
épisode fébrile sans rémission A allure typhoidique, on pratiqua une 
coproculture qui permit d’isoler une souche de S. typhi. Malheureu- 
sement le malade quitta le service avant qu’on ait pu lui faire un séro- 
diagnostic (1). 

Suivant l’usage actuellement adopté par la majorité des labo- 
ratoires, cette souche fut adressée au service du bactériophage de 1’Ins- 
titut Pasteur de Paris (D* P. Nicolle) pour lysotypie. La réponse fut « non 
typable » et la souche fut transmise au Centre des Salmonella pour 
études complémentaires [2]. 

Cette souche est immobile aussi bien a l’examen entre lame et lamelle 
que sur bouillon gélosé a5 g p. 1 000. Cultivée sur milieu gélosé, elle 
ne présentait aucune irisation a4 la transillumination oblique [3]. Elle 
ne liquéfie pas la gélatine et acidifie en un jour, sans production de gaz, 
les oses ou alcools suivants : xylose, glucose, mannite, maltose, sorbite, 
tréhalose. La dulcite est acidifiée en deux jours et l’arabinose en dix- 
huit jours. Les milieux au lactose, saccharose, salicine, inosite et 
rhammnose ne soni pas virés en vingt et un jours, de méme que le milieu 
de Stern a la glycérine. Sur milieu de Simmons au citrate de sodium, 
il n’y a aucune culture ; la production d’uréase et d’indole est négative. 
Le d-tratrate de sodium (Kauffmann) est fermenté en deux jours, le 
milieu au rouge neutre devient amarante. La souche noircit la gélose 
au sous-acétate de plomb. 

Sur lame et en tubes les germes sont agglutinés uniquement par les 
sérums anti-IX. Il n’y a pas d’agglutination dans les sérums anti-Vi 
et anti-d. 

Nous avons chargé deux lapins avec une culture de dix-huit heures, 
vivante, de cette souche. Suivant le méme protocole (1, 2, 4 milliards, 
par voie intraveineuse 4 quatre jours d’intervalle et saignée dix jours 
aprés la derniére injection), nous avons injecté deux autres lapins avec 
la souche 0 901. 

Les quatre sérums obtenus n’agglutinent aucune des suspensions H 
de T. A. B. C. Les titres T. O. ont été pour tous 1/12 800. Les co-agglu- 
tinines ont les titres suivants : 


4lapinO 901... .. AO, 1/400 BO, 1/1 600 CO, 4/800 
2 lapinO 901..... AO, 1/1 600 BO, 4/400 CO, 1/4 600 
4lapin T 35-52. . . . AO. 1/400 BO, 4/1 600 CO, 1/400 


2° lapin T 35-52. . . . AO, 1/1 600 BO, 1/1 600 CO, 1/4 600 


Nous avons mélangé 4 volume égal les deux sérums O 901 d’une part, 
les deux sérums T 35-52 d’autre part, et nous les avons saturés par 
les souches hétérologues vivantes. La saturation fut compléte. Les deux 
souches ont donc une constitution antigénique analogue. 


(1) Nous remercions Mme H. Sparrow, M. R. Péret et M. H. Roussel, de 
nous avoir fourni les renseignements relatifs & cette souche qu ils ont isolée. 
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A PROPOS D'UNE EPIDEMIE DE RAGE CANINE 
SURVENUE A BRAZZAVILLE. 


par A. PELLISSIER et E. TRINQUIER. 


(Institut Pasteur de Brazzaville.) 


Vers le milieu de lannée 1951, une épidémie de rage canine s’est 
manifestée & Brazzaville. 169 animaux mordeurs (165 chiens et 4 chats) 
ont été mis en observation au Service Vétérinaire, et parmi eux, 62 
sont morts. D’autres animaux mordeurs ont été abattus immédiatement 
et nous avons examiné au total les cerveaux de 70 animaux. Le dia- 
enostic de rage a été confirmé 51 fois, 16 cas ont été déclarés suspects 
et 3 indemnes de rage. Le tableau suivant donne les détails de ces 
constatations. 


: RECONNUS RECONNUS RECONNUS 
ANIMAUX EXAMINES suspects |  indemnes 
de rage de rage 


enragés 


Le diagnostic de rage a été établi dans tous les cas, sauf un, par 
examen histo-pathologique. Les souches de rage que nous avons eu 
a examiner sont en général fortement négrigénes. Il nous est arrivé 
trés souvent d’avoir dans un seul champ de la corne d’Ammon 7 
4 8 corps de Negri. Au Mann ils se présentent en rose lilas. 

Au sujet du diagnostic de la rage nous voudrions rapporter deux 
constatations que nous avons faites. La premiére est la possibilité de 
colorer les corps de Negri a l’hématoxyline phosphotungstique de 
Mallory. Nous utilisons pour la préparation du _ colorant l’hématéine 
ammoniacale de Grubler. On obtient avec cette méthode : les neurones 
en rose jaunatre, la chromatine et le nucléole en bleu noir ; les corps 
de Negri apparaissent un peu plus foncés que le cytoplasme et leur 
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structure interne est parfaitement visible. Cette méthode de coloration 
n’est certainement pas supérieure A celle de Mann, mais elle peut rendre 
service dans les cas douteux, puisque les corps de Negri ont une teinte 
différente de celle des hématies (qui sont bleu violacé clair) et des 
nucléoles (qui sont bleu noir métallique). 

La seconde constatation que nous avons faite est l’existence de cas 
de rage chez un animal mordeur avec un minimum de signes histo- 
logiques et absence de corps de Negri A l’examen courant de routine 
histo-pathologique. Nous pratiquons pour chaque cas au moins deux 
prélévements portant sur la corne d’Ammon et le parenchyme envi- 
ronnant et nous examinons pour chaque prélévement une lame colorée 
au Mann et une colorée au Mallory. En l’absence de corps de Negri il 
suffit que nous constations la moindre altération inflammatoire des 
méninges ou du parenchyme pour nous faire conclure « suspect de 
rage » et nous faire poursuivre le traitement antirabique commencé. 
Nous sommes persuadés que des examens répétés sur des coupes en 
série permettraient 4 coup str de préciser le diagnostic de rage, mais 
il ne peut étre question de les pratiquer dans le travail courant. 

Nous pourrions rapporter l’histoire du chien Ler..., animal mordeur, 
mort suspect de rage avec paralysie du train postérieur, et dont l’examen 
du cerveau n’a montré qu’une congestion diffuse, sans signes inflam- 
matoires et sans corps de Negri. Le cerveau de ce chien a été inoculé 
par voie intracérébrale 4 deux cobayes, puis 4 deux autres. Ces animaux 
sont morts paralysés les septiéme et huitiéme jours et leur cerveau a 
montré cette fois des lésions inflammatoires méningo-encéphalitiques 
a cellules rondes, mais toujours pas de corps de Negri, et, par contre, 
quelques lésions neuronales au niveau de la corne d’Ammon rappelant 
la rage fixe. Finalement il fallut s’adresser au lapin pour obtenir la 
signature de la maladie. Le lapin 1964, inoculé dans le cerveau, présente 
au dixiéme jour une paralysie du train postérieur et est  sacrifié. 
L’examen montre une congestion diffuse avec ectasie des capillaires, pas 
de phénoménes inflammatoires. Au niveau de la corne d’Ammon on 
constate enfin la présence de rares, mais trés beaux corps de Negri 
et, de plus, des lésions neuronales rappelant la rage fixe. Le diagnostic 
de rage était donc enfin confirmé et l’on peut dire qu’il s’agissait d’un 
virus quelque peu renforcé et présentant dés les premiers passages des 
signes de fixation. 

En résumé, a Voccasion d’une épidémie de rage canine survenue a 
Brazzaville, nous avons constaté la possibilité de coloration des corps 
de Negri par l’hématoxyline phosphotungstique de Mallory. Nous 
avons également constaté l’existence de cas de rage des rues avec signes 
histologiques minimes et absence de corps de Negri aux examens cou- 
rants de routine histo-pathologique. 
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PRESENCE CHEZ CERTAINS ANIMAUX DE LABORATOIRE 
D'INCLUSIONS NEURONALES CYTOPLASMIQUES 
COLOREES EN ROUGE PAR LE MANN 
POUVANT SIMULER DES CORPS DE NEGRI 
ET DIFFERENCIEES PAR L’HEMATOXYLINE DE MALLORY 


par A. PELLISSIER et E. TRINQUIER. 


(Unstitut Pasteur de Brazzaville.) 


Nous avons signalé, dans une note précédente, la possibilité de colorer 
les corps de Negri par l’hématoxyline phosphotungstique de Mallory. 
Nous apportons, en faveur de cette méthode, le résultat de la diffé- 
renciation de certaines inclusions trouvées dans le cytoplasme de 
certains neurones chez des animaux de laboratoire. 

En 1950, dans le service de M. Lépine, a l'Institut Pasteur de Paris, 
lun de nous avait constaté dans les neurones des noyaux bulbo-protu- 
bérantiels d’un singe cynocéphale, un trés grand nombre d’éléments 
arrondis colorés en rouge vif par le Mann (Bull. Soc. Path. exot., 1950, 
43, 398). Ces éléments étaient surtout rencontrés dans des neurones 
dégénérés et nous n’avions pas su quelle en était la signification. La 
coloration de Mallory n’avait pas été utilisée a l’époque. 

Nous avons depuis lors retrouvé a trois reprises des formations ana- 
logues, deux fois chez le cobaye et une fois chez le singe. Nous avons 
constaté que ces éléments sont en général de trés petite taille : 0,2 
a 1 micron, mais on peut en observer de 2 et méme de 3 microns. Nous 
les avons rencontrés soit dans les neurones de la corne d’Ammon, soit 
dans les noyaux bulbo-protubérantiels, soit enfin dans les neurones des 
cornes antérieures de la moelle. Dans la corne d’Ammon et les cornes 
antérieures de la moelle ils ne sont jamais trés nombreux dans une 
méme cellule (1 4 3 au maximum). Par contre au niveau des noyaux 
bulbo-protubérantiels ils peuvent étre trés nombreux et de_ tailles 
inégales dans un méme neurone. Ces formations sont  arrondies, 
semblent homogénes, sont colorées en rouge vif par le Mann et en 
bleu noir métallique par le Mallory. 

Nous avons étudié en particulier huit lames colorées pour la démons- 
tration de ces éléments, qui ne peuvent étre microphotographiés 
convenablement avec les moyens dont nous disposons. Chaque prépa- 
ration comporte les deux colorations de Mann et de Mallory. 

Deux de ces lames concernent un singe cercopithéque atteint expé- 
rimentalement d’une encéphalo-myélite discrete. On y voit quelques 
éléments trés fins au niveau de la corne d’Ammon et des éléments 
tres nombreux dans un groupe de gros neurones de la région bulbo- 
protubérantielle. 

Quatre autres lames concernent un cobaye qui présente ces éléments 
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au niveau de la corne d’Ammon et quelques trés rares éléments au niveau 
des cornes antérieures de la moelle. 

Deux lames enfin, concernent un cobaye atteint de rage des rues 
expérimentale. On y voit de trés nombreux corps de Negri colorés en 
rose lilas presque bleu (ainsi qu’il est habituel de le constater avec nos 
souches africaines de rage) au Mann, et en jaune rose un peu plus 
foncé que le cytoplasme au Mallory. A cété de ces corps de Negri, on 
trouve, quelquefois dans un méme neurone, des éléments arrondis 
colorés en rouge vif au Mann et en bleu noir au Mallory. 11 y a quelques 
éléments de 2 a 3 microns qui ios parfaitement des corps de 
Negri avec la coloration de Mann. 

Comment interpréter ces formations > Nous avons le souvenir de 
préparations que nous avait montrées le D™ Field, dans le service du 
Dt Lépine en 1950. Cet auteur, par irritation du nerf sciatique chez le 
lapin, obtenait dans les cellules ganglionnaires rachidiennes de petites 
formations morphologiquement identiques aux éléments que nous 
décrivons. Il semble donc bien qu’il s’agisse d’une réaction de défense 
non spécifique des neurones a divers agents agressifs. I] est intéressant 
de souligner l’utilité de la coloration de Mallory pour différencier ces 
formations qui, dans certains cas, peuvent simuler les corps de Negri. 


ACTION DU BACILLE DE WHITMORE 
SUR LES HEMATIES 
DE DIFFERENTES ESPECES ANIMALES 


par E. BRYGOO. 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


On ne posséde que peu de renseignements sur le pouvoir hémolytique 
de Malleomyces pseudomallei. Généralement on le considére comme 
nul. Cependant quelques auteurs admettent l’existence d’ « un cer- 
tain » pouvoir hémolytique, propre aux souches fraichement isolées. 

La pathologie du Sud-Vietnam nous fournit un matériel d’étude 
suffisant pour tenter de préciser ce point. 

Les souches. — Nos souches, au nombre de 35, proviennent de cas 
de mélioidose humaine observés a Saigon. La date d’isolement remonte 
4 moins de deux ans pour 28 d’entre elles et varie entre trois et six ans 
pour les 7 autres. Chacune de ces derniéres a subi au moins 12 repi- 
quages sur macération de viande gélatinée. Ces souches proviennent de 
produits pathologiques variés: sang, pus, liquide pleural, expecto- 
ration, liquide synovial, urine, liquide céphalo-rachidien, parenchyme 
pulmonaire. Leurs propriétés morphologiques, culturales, biochimiques, 
pathogénes et immunologiques en font un ensemble homogéne. 

Mise en évidence du pouvoir hémolytique. — La culture sur gélose 
au sang en boite de Petri donne les meilleurs résultats : 4 de la gélose 
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Action sur différentes hématies. 


| ; DELAI NECESSAIRE 
| NOMRRE eae ene _ pour que le 
NEMATIES DE | ie apke diamétre maximum 
de souches @hémolyse soit atteint 
en mm en jours 
a pinueiash is Jobe ars 35 10 7 
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HOmmen anni ee 10 10 10 
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fondue, maintenue a 45°, on mélange 2 p. 100 de sang, puis on coule 
le milieu en couche de 3 mm d’épaisseur. Aprés solidification, on ense- 
mence les germes, 3 l’anse, en un point, au centre de la boite. 

Nous maintenons pendant vingt-quatre heures a l’étuve a 37° les 
boites ensemencées. Ensuite nous les gardons en observation pendant 
douze jours 4 la température du laboratoire (environ 30°). Dans ces 
conditions, quand |’hémolyse se produit, elle se traduit par l’apparition 
d’une auréole, incolore, transparente, bien circonscrite, exactement 
centrée sur la colonie hémolysante. La largeur maximum dune telle 
zone est de 10 mm. Aucun verdissement du milieu, aucune modifi- 
cation de l’aspect de la colonie n’accompagne |’hémolyse. 

Les 35 souches donnent des résultats trés semblables, quels que 
soient leur origine et le laps de temps écoulé depuis leur isolement. 

Des cultures de M. pseudomallei en bouillon nutritif additionné 
d’hématies permettent aussi de mettre en évidence un pouvoir hémo- 
lytique constant. Par contre, des suspensions de germes en eau physio- 
logique n’exercent aucune action sur les globules rouges (mouton et 
lapin) dilués a 2 p. 100, méme aprés un contact de quarante-huit 
heures a ]’étuve a 37°. 

Les filtrats de culture sur bouillon paraissent dépourvus de pouvoir 
hémolytique : deux souches choisies en raison de la netteté de leur 
action hémolytique sur gélose, cultivées en bouillon, nous donnérent 
des filtrats totalement inactifs sur des suspensions de globules rouges 
de différents animaux, méme en faisant varier les temps de culture et 
les températures d’incubation et en additionnant le milieu de sérum de 
buffle. 

Résumé et conclusion. — Le pouvoir hémolytique de Malleomyces 
pseudomallei est un caractére constant, indépendant de Vorigine du 
germe et du temps qui s’est écoulé depuis son isolement. 

Ce pouvoir hémolytique est faible, il n’est bien mis en évidence que 
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sur gélose au sang. Les filtrats de culture en milieu liquide n’en mani- 
festent aucun. De toutes les hématies de mammiféres que nous avons 
utilisées, les plus sensibles sont celles de lapin, les moins sensibles 
celles d*homme. Les hématies d’oiseaux sont particuliérement résis- 
tantes. 


SUR LA SUBSTITUTION DE L’ALBUMINE HUMAINE 
A L’ALBUMINE BOVINE 
DANS LE MILIEU DE SURVIE DE NELSON 
POUR 7REPQNEMA PALLIDUM 


par J. THIVOLET et M. ROLLAND 
(présentée par R. SOHIER). 


(Laboratoire d’Hygiéne de la Faculté de Médecine. 
[Professeur Souter ].) 


Le milieu proposé par R. A. Nelson pour la survie de Treponema pal- 
lidum est constitué pour la moitié par une solution 4 5 p. 100 d’albu- 
mine de beeuf cristallisée (crystalline bovine albumin) ou de fraction V 
de sérum de beeuf. 

R.-J. Dubos et F. Fenner [4] ont proposé, pour remplacer la frac- 
tion V de sérum de boeuf, une fraction albuminique préparée extempo- 
ranément a partir de sérum humain. Ce produit ainsi préparé est 
utilisable pour remplacer la fraction V dans le milieu de Dubos et 
Fenner pour la culture homogéne du bacille de Koch. 

Par analogie, nous avons essayé d’utiliser, sur le conseil de M. Sohier, 
cette méthode pour la fabrication du milieu de Nelson. (1) 

Nous sommes partis de sérum humain prélevé stérilement chez un 
sujet indemne de syphilis. 

Nous rappelons la technique de préparation proposée par Dubos : 


Mélanger une partie de sérum humain et une partie d’eau physiologique. 
Acidifier avec de l’acide chlorhydrique jusqu’a pH 2,5. 

Chauffer 4 56° pendant vingt minutes. 

Neutraliser avec de la soude, ce qui entraine la formation d’un abondant 


precipité de globulines dénaturées. 
Filtrer pour éliminer le précipite. 


Le filtrat stérile a été utilisé tel quel comme une solution d’albumine 
de beeuf fraction V a4 5 p. 100. 

Nous ayons introduit par exemple 20 cm® de ce filtrat pour la 
confection de 40 cm* de milieu de survie. 


(1) Travail effectué grace a des crédits alloués par la Caisse régionale de 
Sécurité sociale pour le Centre de Prophylaxie des maladies vénériennes 
de Lyon. (Directeur : professeur Gaté.) 
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L’étude de la survie de Treponema pallidum a été effectuée dans les 
conditions suivantes . 

1° L’émulsion a été préparée par agitation rapide d’une durée de 
quinze minutes de 2 testicules d’un lapin inoculé depuis douze jours 
et porteur d’une orchite depuis trois jours. 

Cette agitation a été faite sous mélange gazeux habituel (5 p. 100 
de CO,, 95 p. 100 de N), au bain-marie a 35°. 

L’émulsion obtenue contenait 10 tréponémes par champ (ocu- 
laire n° 10, objectif n° 6). 

Elle a été répartie en tubes 4 hémolyse sous un volume de 0,5 cm, 
placés sous mélange gazeux habituel a l’étuve a 35°. Dans certains 
tubes, on a rajouté 0,1 cm® de C’. 


La survie obtenue a été la suivante : 
ORGANISMES MOBILES 


- 100 
HEURE eS a Se ae 
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Si l’on compare cette survie 4 celle obtenue par Nelson[2] avec un 
milieu & base d’albumine de boeuf cristallisée, on constate les résultats 


suivants : 
ORGANISMES MOBILES 


HEURE (p. 100) 
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Les résultats obtenus par nous semblent donc aussi favorables qu’avec 
le milieu de survie 4 base d’albumine cristallisée. 

2° Nous avons utilisé ce milieu pour la survie de tréponémes extraits 
d’une orchite ayant évolué pendant neuf jours avec les résultats 


suivants :‘ 
ORGANISMES MOBILES 


(p. 100) 
HBURE cee ee 
Milieu de Nelson Milieu modifié 
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La survie moins bonne s’explique par la fragilité particuliére des 
tréponémes extraits de lésions ayant évolué pendant trop longtemps. 
Mais la survie est tout a fait comparable dans le milieu de Nelson et 
dans le milieu modifié que nous avons utilisé. 
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3° Enfin nous avons utilisé ce milieu modifié pour réaliser un test 
d’immobilisation des tréponémes. 

Dans ce cas, les tubes témoins qui nous intéressaient contenaient 
V’émulsion de tréponémes, le sérum et le complément inactivé A 56° 
dans les proportions suivantes : 


INTO ne bh OS eee eee ee ee ane ee eee 0,3 cm 
Sram ergy eat ees ie RR Oe tapes ols Baya eens 0,05 cms 
Completement inacti yer. enue ey) teenie eine ne 0,40 cm? 


La survie moyenne dans 16 tubes a été de 90 p. 100 4 la dix-huiti¢me 
heure. Cette survie est donc comparable aux survies que nous obtenons 
habituellement. Elle est tout a fait compatible avec l’exécution correcte 
d’un test d’immobilisation. 

La seule objection qui pourrait étre faite 4 la substitution de 1’extrait 
de sérum humain & l|’albumine de bceuf cristallisée serait que tous les 
sérums humains ne fournissent pas un produit de valeur constante. 

Conclusions. — Il nous semble donc que l’on peut utiliser pour le 
milieu de survie du Treponema pallidum la fraction albuminique pré- 
parée a partir de sérum humain avec la technique de Dubos et Fenner. 

Cette fraction albuminique de préparation trés simple peut permettre 
de se passer de produits cotiteux et qu’il est parfois difficile de se pro- 
curer actuellement en France. 
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RECHERCHES SUR LES TECHNIQUES D'ISOLEMENT 
DES CELLV/BRIO 


par M.-A. CHALVIGNAC. 


Unstitut Pasteur. Microbie technique. 
Laboratoire de Microbiologie du Sol.) 


Au cours de nos recherches sur le réle des Cellvibrio dans la dégra- 
dation de la cellulose, nous avons rencontré de nombreuses difficultés 
pour l’isolement de ces germes. Nous savons en effet que leur absence 
de prolifération sur les milieux usuels de laboratoire nécessite |’emploi 
de milieux spéciaux. 

Winogradsky utilise des boites de silico-gel imprégné de la solution 
minérale standard additionnée d’azote nitrique. Les boites sont séchées 
et stérilisées aux U. V. vingt minutes, puis recouvertes d’une feuille 
de papier filtre stérile (Durieux II). L’ensemencement se fait avec des 
grains de terre et est suivi d’une incubation a 28-30°. Dés l’apparition 
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d’une tache jaune, une parcelle du papier prélevée stérilement est 
reportée sur une boite préparée de méme. L’ensemensement se fait en 
stries. Tous les trois ou quatre jours, le méme processus opératoire est 
répété jusqu’a purification de la souche ; la pureté de la souche est 
vérifiée par passage sur gélose peptonée ou aucune culture ne doit étre 
décelée, L’utilisation de cette technique nécessite de nombreux passages 
avant d’avoir une culture 4 dominance absolue du Vibrio. 

Une autre méthode (Alarie et Gray [4]) consiste 4 utiliser comme 
test de dégradation, l’hydrolyse de l’amidon par certaines bactéries. 
Ici encore, cette méthode nous a paru trés longue. De plus, de nom- 
breux germes éiaborant une amylase, détectée par la solution iodo- 
iodurée, ne se sont pas révélés cellulolytiques (10 p. 100 seulement [2]). 
Nous n’avons pas repris cette technique, mais avons essayé d’apporter 
quelques modifications & celle de Winogradsky, cette derniére nous 
paraissant plus sélective. 

Premiére modification. — Elle consiste & remplacer au deuxiéme 
passage la feuille de papier-filtre recouvrant entiérement la boite, par 
une bande de papier. On utilise ainsi, pour son isolement, la grande 
mobilité du germe. 

Le procédé d’ensemencement restant le méme, on effectue un pré- 
lévement, comme précédemment dés l’apparition de la tache prés du 
grain de terre. La semence est ensuite portée sur une boite préparée 
avec un bande de papier, semence que l’on dépose 4 une extrémité de 
cette bande. Le papier est généralement teinté en totalité en quatre a 
cing jours. Il suffira de faire un prélévement a l’extrémité non ense- 
mencée et de reporter sur une seconde boite. Cette méthode permet 
d’éliminer dés le début la majeure partie des bactéries immobiles qui, 
par la technique de Winogradsky se trouvaient entrainées sur les stries. 

Deuziéme modification. — Elle consiste & ajouter des antibiotiques 
au milieu : Pénicilline, Auréomycine, Chloromycétine, Streptomycine, 
Terramycine, Bacitracine, Viomycine, Néomycine ont été essayées. 
Streptomycine, Chloromycétine, Terramycine se sont avérées inhibitrices 
des Vibrio. Quant a la Bacitracine, la Viomycine, la Néomycine, les 
faibles quantités dont nous disposions ne nous ont pas permis de 
mener trés loin nos investigations. Toutefois, les Vibrio paraissent 
résister a ces antibiotiques. 

Seules la Pénicilline et 1’Auréomycine ont retenu notre attention car 
elles sont sans action sur les Vibrio. De plus, l’Auréomycine est un 
inhibiteur des Cylophaga. 
reas compte de ces constatations, nous avons essayé d’isoler des 

ibrio. 


Technique. — Plaque de silico-gel imprégnée par la solution saline standard 
de Winogradsky + NO,K. Séchage et stérilisation par les U. V., vinet 
minutes. La feuille de papier stérile est plongée dans une solution d'auréo- 
mycine a 0,05 p. 100, soit 50 y d’auréomycine pure par centimetre cube et 
déposée a la surface du gel. L’excés de liquide est éponge A l’aide d’une 
feuille de papier stérile. On ensemence avec des grains de terre. 

Aprés une incubation de quatre a six jours on remarque lapparition 
presque exclusivement de taches dues 4 des Vibrio ; alors que sur la plaque 
témoin nous constatons surtout des colonies mucilagineuses A aspect typique 
des Cytophaga. D’ailleurs, examen microscopique des germes proliférant 
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sur la plaque témoin, montre un mélange de Cytophaga, Vibrio et autres bac- 
téries dont certaines sont sporulées. Par contre, sur la plaque imprégnée 
a Pauréomycine, seuls subsistent les Vibrio avec quelques contaminants sans 
aucun Cytophaga. 

Les repiquages suivants sont faits sur plaque avec bande de papier 
trempé dans la solution d’auréomycine, selon la technique d’ensemencement 
indiquée précédemment, c’est-a-dire en partant de l’extrémité non ense- 
mencée de la bande pour le passage suivant. Le plus souvent, deux ou trois 
passages suffisent pour donner une flore ot les Vibrio sont en quantité telle 
que la souche puisse étre considérée comme a dominance absolue 
(Winogradsky). 


Nous avons tenté d’obtenir des souches bactériologiquement pures 
sur gélose inclinée glucosée en présence de cellulose précipitée du 
type de celle de Kellerman. Toujours nos essais ont été vains car les 
colonies obtenues, 1emises sur plaques au papier n’ont jamais proli- 
féré. Devant cet échec, nous avons essayé d’enrichir la gélose en 
ajoutant au milieu 10 p. 100 d’une solution d’extrait de terre préparé 
de la facon suivante 


MeVres 3 te tee eee ON cenaahy te as at ee Se ee 
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Contact 24 heures, puis 1 heure a 120°. Filtrer. 

Une seule souche a été isolée donnant une trés maigre culture sur 
ce milieu ainsi que sur celui ot! nous avons tenté de substituer a la 
cellulose précipitée une feuille de papier sur la gélose inclinée. Pour 
conserver notre souche, le passage sur silico-gel papier a été nécessaire. 
Nous avons d’ailleurs repiqué toutes nos souches isolées sur silico-gel 
papier ; sur ce dernier milieu A la gélose papier, le premier passage 
nous a donné de faibles ou aucune culture. Au second passage, nous 
n’avions plus de culture. Pensant & un pouvoir empéchant de la 
gélose, nous avons lave celle-ci pendant trois jours. La encore nous 
n’avons eu guére d’amélioration et dans tous les cas un passage sur 
silico-gel papier a été nécessaire pour la conservation de notre souche. 

Ce sont toutes ces difficultés qui nous ont conduit a faire des 
recherches en vue d’une purification et d’une conservation sur les 
plaques de silico-gel. Des études en cours sur l’association d’anti- 
biotiques pourront peut-étre nous amener 4 une plus grande rapidité et 
sécurité dans l’isolement de nos souches. 

Nous tenons déja a signaler l’association Auréomycine et Pénicilline, 
cette derniére paraissant empécher la prolifération des champignons qui 
génent si souvent l’isolement des bactéries sur les plaques avec grains 
de terre. 

En résumé, il nous semble utile de signaler cette technique qui, 
croyons-nous, peut rendre de grands services pour l’isolement, en 
diminuant le nombre de passages, et pour la conservation des souches 
sur milieu au silico-gel, milieu qui nous parait le plus satisfaisant. 
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UN NOUVEAU CAS DE PSEUDO-TUBERCULOSE HUMAINE 


par M. PIECHAUD. 


(Institut Pasteur. Service de Microbiologie Générale.) 


En juin 1950, nous recevions d’un laboratoire d’héopital un germe non 
identifié, isolé en culture pure d’une adénopathie mésentérique yolu- 
mineuse prélevée chez une petite fille ayant subi une laparotomie pour 
appendicite probable. 

C’était un bacille Gram-négatif, immobile 4 l’examen a 1’état frais, 
du diamétre d’une entérobactériacée, mais la forme prédominante 
était courte, coccobacillaire sur gélose, et il formait des chainettes de 
batonnets en bouillon. 

Les colonies étaient petites (moins de 1 mm de diamétre), laiteuses 
par transparence en vingt-quatre heures de culture sur gélose, puis 
erandissaient, s’opacifiaient, leur bord étant irrégulier et leur centre 
souvent déprimé. En bouillon, il y avait un trouble formé de fins 
flocons, et un anneau fragile tombant en flocons de neige. 

Il fermentait mannitol, glucose, lévulose, galactose, xylose, arabinose, 
rhamnose, maltose, amidon, ainsi que la glycérine (celle-ci en cing 
jours), sans gaz. Lactose et saccharose n’étaient pas acidifiés. 

Le petit lait tournesolé était bleui en dix-huit heures, le lait alca- 
linisé lentement. Jl ne produisait pas d’indole, ni de SH., ne réduisait 
pas le rouge neutre, ne poussait pas sur milieu au citrate de Simmons. 
Il était anaérobie facultatif, poussant en surface et en profondeur dans 
la gélose de Veillon. 

En gélose molle de mobilité 4 37°, la culture restait limitée a la 
piqure d’ensemencement, mais a la température du laboratoire, il 
apparut une houppe au bout de six jours, puis d’autres dans les jours 
suivants. Enfin le germe hydrolysait l’urée en quelques heures en 
milieu de Ferguson et Hook ou en milieu urée-indole. Malgré l’origine 
humaine de la souche, ses caractéres nous avaient rapidement orienté 
vers le diagnostic de P. pseudotuberculosis, que l’inoculation 4 des 
cobayes confirma. 

Une premiére inoculation de 1 cm* de culture en bouillon de dix- 
huit heures 4 deux cobayes, 4 l’un par voie sous-cutanée, A l’autre 
par voie intrapéritonéale, provoqua leur mort en quatre et cinq jours 
avec des lésions typiques de pseudotuberculose expérimentale. 

D’autres inoculations faites en partant toujours de la souche primitive 
montrerent que 1 cm de culture en bouillon diluée au 1/10 000, provo- 
quait la mort des cobayes en quelques jours avec, A Vautopsie, des 
tubercules sur le foie, la rate, et quelquefois sur les poumons. La bac- 
térie était cultivée facilement 4 partir de ces organes, et parfois par 
hémoculture. 

Ce nouveau cas de pseudotuberculose humaine, qui eut 


une 
évolution favorable, ressemble étrangement a celui pubhié 


par 
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Albrecht (1910) qui trouva le bacille de la pseudotuberculose dans un 
volumineux paquet ganglionnaire réséqué en méme temps que la 
portion iléo-cecale de l’intestin d’un enfant de 15 ans que l’on pensait 
atteint d’appendicite. 

Il n’est pas inutile d’appeler de nouveau l’attention des bactério- 
logistes et des cliniciens sur la possibilité de l’infection humaine A 
P. pseudotuberculosis ou bacille de Malassez et Vignal. 

En dehors du cas d’Albrecht déja cité, 9 observations avec preuves 
bactériologiques certaines ont été publiées jusqu’ici A notre connais- 
sance, ot l’aspect clinique laisse penser que la contamination se fait 
par voie digestive comme chez l’animal. I] est probable que l’affection 
est moins rare qu’il ne semble 4 premiére vue et qu’un certain nombre 
de cas sont méconnus [4]. 
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LA NATURE DE L’AFFECTION DES VERS A SOIE 
DUE A 
BACILLUS CEREUS VAR. ALEST/ TOUM. ET VAGO. 
ET LES MODALITES D’ACTION DE CE BACILLE 


par C. TOUMANOFF et C. VAGO. 


(Unstitut Pasteur de Paris. 
Station de Recherches séricicoles, Alés I. N. R. A.) 


Dans une note précédente [4] nous avons décrit l’agent pathogéne 
d’une flacherie infectieuse observée dans la région des Cévennes et 
dont 1’étiologie, la distribution et l’importance économique avaient été 
étudiées antérieurement [2]. 

La virulence de Bacillus cereus var. alesti Toumanoff et Vago pour les 
vers A soie, per os, ayant été reconnue [2], il fallait déterminer la 
nature de l’affection et les modalités d’action du bacille sur 1|’héte. 

L’objet de la présente note est de donner un bref apercu de |’effet 
de Bacillus cereus var. alesti Toumanoff et Vago sur l’héte en fonction 
de la dose de la matiére virulente, de l’4ge des cultures et des condi- 
tions d’alimentation. ; 

Les symptémes qui caractérisent les vers infectés par Bacillus cereus 
var. alesti, consistent en une parésie, ensuite une paralysie partielle 
puis totale. L’insecte partiellement paralysé est incapable de se retourner 
lorsqu’il est placé sur le dos et seules les vraies pattes restent mobiles 
avant la paralysie totale. 

Les résultats de nos nombreuses expériences d’infection des larves 
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de Bombyx mori L. par Bacillus cereus var. alesti sont sommairement 
rapportés ci-dessous. ' 

Nous avons constaté que Bacillus cereus var. alesti Toumanoff et Vago 
est virulent pour les vers & soie & une dose aussi faible qu’une suspen- 
sion d’une anse de culture de quarante-huit & soixante-douze heures sur 
la gélose ordinaire (pH 7) diluée dans 20 cm* d’eau physiologique ou 
d’eau ordinaire, l’infection étant effectuée par les feuilles de mdrier 
immergées dans la suspension bactérienne 4 la température de 24-25° C. 

Cette faible dose provoque une infection légére qui aboutit au bout 
de quatre A cinq jours & la mort d’une partie des vers dans certains 
lots et de la totalité dans d’autres, la mortalité ayant lieu généralement 
d partir de quarante-huit heures aprés le repas infectant. 

Les doses plus fortes, et notamment celles de une a cing anses de 
culture par centimetre cube d’eau, exercent sur les vers un effet plus 
manifeste. Elles provoquent leur paralysie puis leur mort dans un délai 
variant d’une heure et demie A quelques heures. Cet effet est encore 
plus rapide lorsque les vers subissent, avant d’ingérer les bacilles, une 
période de jetine de quelques heures. Les symptémes de la maladie et 
de la mort chez les chenilles surviennent plus tardivement lorsqu’on 
les contamine par la méme dose, mais quand la digestion du _ repas 
précédent est encore peu avancée. 

Ces résultats se rapporteut A l’emploi de cultures agées de quarante- 
huit heures ou davantage, c’est-a-dire de cultures ot! l’on observe déja 
la formation de spores. 

Par contre, l’infection des vers par les cultures jeunes montre que 
celles-ci n’ont sur eux qu’un effet pathogéne trés faible. 

C’est ainsi qu’A la dose d’une anse dans 1 cm* d’eau, les cultures 
dagées de six a douze heures, c’est-a-dire des cultures qui ne peuvent 
contenir que de trés rares spores, ne provoquent, aprés un délai de 
douze heures, qu’une mortalité inférieure 4 15 p. 100 des insectes en 
expérience, 

Chez les insectes paralysés a la suite d’administration de fortes doses, 
mais encore vivants, l’examen du sang effectué de une heure et demic 
a six heures aprés ]’infection expérimentale ne permet de déceler que 
trés rarement et toujours tardivement la présence de bacilles dans 
Vhémolymphe. 

Par contre chez ceux présentant le méme aspect et les mémes 
symptémes, mais soumis a l’infection par doses faibles ou ayant sur- 
vécu a l’ingestion de doses fortes douze heures ou au dela, les bacilles 
sont invariablement décelés dans le sang. 

Il y a donc lieu de distinguer dans l’infection des vers A soie par 
Bacillus cereus var. alesti, deux modalités d’action : 

1° Une action mortelle rapide, foudroyante, provoquée par doses 
fortes, ou par doses modérées chez les vers dont une partie du tube 
digestif s’est vidée. Cette action, qui n’est qu’exceptionnellement 
accompagnée de la pénétration du bacille dans l’‘hémolymphe, peut étre 
qualifiée de « toxémie ». 

2° Une action morbide lente dans le cas d’infection par doses 
faibles ou méme fortes, lorsque le tube digestif des vers est rempli de 
feuilles, et qui est accompagnée invariablement de septicémie. 

Dans tous les cas examinés (infections spontanées ou expérimentales) 


ff = 
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le mécanisme de la pathogénie a pu étre déduit du jeu de ces deux 
modes d’action ainsi que toute la gamme existante entre la prédo- 
minance de l’un ou de l'autre. 
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PROPRIETES NON SPECIFIQUES 
D'UN SERUM DE CHEVAL HYPERIMMUNISE 
(ANTIPESTEUX) 
IMPORTANCE DE L’EUGLOBULINE {, DE SANDOR 


par Rospert VARGUES. 


(Laboratoire de Bactériologie de la Faculté de Médecine d’Alger. 
[Professeur Faptant].) 


Le sérum de cheval hyperimmunisé par injections de bacilles pesteux 
a fait l’objet de nombreuses études physico-chimiques et immuno- 
logiques de la part de Sandor et de ses collaborateurs [4]. Du travail 
de Sandor, il ressort que ce sérum est particuliérement intéressant du 
fait de sa richesse en une globuline spéciale, appelée Euglobine I,. Ce 
protéide est caractérisé : 1° par ses propriétés physico-chimiques : c’est 
une gamma-globuline de mobilité réduite (U = 0,8.10—° a pH 7,6) 
et de point isoélectrique trés alcalin (7,2) ; 2° par ses propriétés immu- 
nologiques : c’est le support des précipitines-agglutinines ; 3° par son 
caractére pathologique, cette globuline ne se trouve qu’é un taux trés 
bas dans les sérums normaux. 

Cette euglobuline spéciale est obtenue aisément, sous un état proche 
de la pureté, par dialyse du sérum contre une solution de tampon 
phosphate (M/150 en phosphate) de pH 7,6. 

Or les sérums humains semblent se rapprocher beaucoup du sérum 
de cheval : en effet, les sérums de sujets sains ne possédent que trés 
peu de protéides précipitables par dialyse du sérum 4 pH 7,6. D’autre 
part, certains sérums pathologiques, provenant de maladies trés diverses 
(kala-azar, paludisme, insuffisance hépatique, endocardite d’Osler, tuber- 
culose évolutive...) fournissent un précipité important par dialyse 
a pH 7,6. 

Nous avons cherché si le sérum antipesteux, en raison de sa richesse 
en Euglobuline I,, était capable de donner certaines réactions tenues 
pour caractéristiques des affections énumérées ci-dessus. 

Nos recherches ont été effectuées sur un sérum antipesteux frais, non 
chauffé, non formolé. 
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1° R&ACTIONS DITES « D’INSUFFISANCE HEPATIQUE ». — Elles sont trés 
nombreuses ; nous avons choisi celles qui ont actuellement la faveur 
de la clinique. 

La floculation dans Veau distillée (dilution du sérum au 1/60) est 
fortement positive (88° Vernes). La réaction de Mac Lagan fournit un 
trouble correspondant & 88° Vernes, soit 11 unités Mac Lagan environ. 
La réaction de Kunkel atteint 60° Vernes. La réaction Vernes-résorcine 
donne une différence de 80° Vernes entre les deux lectures néphélo- 
métriques. La variante de Gross de la réaction de Takata Ara fournit 
une opacité durable par addition de 0,7 cm* de solution de chlorure 
mercurique 4 2,5 p. 1 000. 

Le test de Wurhmann et Wunderly est positif & + selon la notation 
des auteurs. Enfin la réaction de Hanger est fortement positive 
(+++ selon la notation usuelle) aprés seize heures de contact. 

Par conséquent, le sérum de cheval hyperimmunisé contre le bacille 
pesteux présente une positivité trés marquée des principales réactions 
utilisées journellement en clinique. 

Or, toutes ces réactions deviennent négatives si on extrait du sérum 
l’Euglobiline I,. Cette extraction est aisée : il suffit de dialyser, comme 
le fait Sandor, le sérum contre une solution de pH 7,6. Aprés quarante- 
huit heures de dialyse, on recueille le précipité formé (Euglobuline I,), 
le liquide surnageant est amené a isotonie par addition de ClNa. Il est 
alors possible de reprendre toutes les réactions précédentes et de les 
répéter d’une part avec le sérum privé de l’Euglobuline I,, d’autre part 
avec une solution d’Euglobuline J,. Le tableau suivant résume les 
résultats : 


REACTIONS WO SERUM | SERUM | soLUTION 
: aK TATION privé 
total | ge Kul, | de Ev I, 


Floculation ... . Degrés Vernes. 38 0 237 
Macelagani. sae ane Unités Mc Lagan. 44 0 20 
Kunkel (eas .earoe- Degrés Vernes. 60 0 445 
Vernes-Résorcine. . Degrés Vernes. 80 0 

Gross (Takata Ara).|Centimétres cubes deréactif.| 0,7 2 0.3 
Cadmium-test.. . Notation de W.-W. =e 0 +4 
Hanger epee rane Notation de H. +44 0 +++ 


Il semble donc évident que dans le sérum de cheval antipesteux la 
présence de l’Euglobuline I, 4 un taux considérable conditionne & elle 
seule la positivité des tests. Il est non moins évident que, pour ce 
sérum, la Iésion causale ne se trouve pas dans l’atteinte de la cellule 
hépatique, mais pluté6t dans le processus d’hyperplasie réticulo-endo- 
théliale. C’est donc avec raison que Sandor soutient lhypothése que 
« l’Euglobuline I, n’est autre que le protoplasme des macrophages 
désagrégé par clasmatocytose ». 


2° REACTIONS DITES SPECIFIQUES DE PARASITOSES. — La réaction de Gaté 
el Papacostas ou formol-gel-réaction est positive: en moins de huit 
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heures, il se forme un gel solide légérement opalescent. Cette réaction 
est négative avec le sérum privé de l’Euglobuline I,. 

Les réactions de Henry, effectuées soit avec l’antigéne mélano-ferrique, 
soit avec ’hémazoine préparée par cet auteur, sont également positives. 
Ces réactions deviennent négatives quand le sérum est privé de l’Euglo- 
buline J,. Il peut paraitre curieux que des réactions spécifiques du 
paludisme soient positives avec un sérum antipesteux. Nous ne pensons 
pas que ce fait infirme la valeur de ces réactions, dont l’intérét dans le 
paludisme est indéniable, intérét sur lequel nous aurons l’occasion 
d’attirer prochainement l’attention, en relatant l’évolution des réactions 
de Henry au cours du paludisme expérimental du rat blanc. 


3° REACTIONS D’AGGLUTINATION. — Le sérum antipesteux que nous 
étudions présente encore de curieuses propriétés d’agglutination. 
Hémaglutinines. — Mis en présence de globules rouges de cheval, 


le sérum antipesteux agglutine ces hématies. L’agglutination commence 
déja & 35° Cintensité faible). A température ordinaire (20°), laggluti- 
nation est massive et se lit aisément sur lame comme on lit un groupage 
sanguin. A + 4°, il en est de méme: aprés dix heures de séjour a 
cette température, le culot globulaire forme un disque dentelé, 
quelques agrégats globulaires restant accrochés aux parois du tube. 
On a donc bien l’aspect d’une « grande agglutination froide ». Ces 
phénoménes disparaissent si on élimine |’Euglobuline [, par dialyse. 

Agglutination a froid des suspensions bactériennes. — De méme que 
les suspensions globulaires sont agglutinées, le sérum antipesteux 
agglutine les suspensions bactériennes (Salmonella, Brucella, Proteus) a 
froid. Le taux d’agglutination ne dépasse pas cependant 1/320 et doit 
donc se distinguer facilement de l’agglutination du bacille pesteux, 
agglutination qui se produit fortement A 37° a des taux élevés. Notons 
d’ailleurs que les suspensions bactériennes fraiches sont plus fortement 
agglutinées que les suspensions anciennes, et que les suspensions H 
sont plus agglutinables 4 froid que les suspensions O. 

Il apparait donc que la présence de |’Euglobuline I, peut étre respon- 
sable de l’agglutination froide. Cela ne saurait surprendre : en effet, 
alors que l’Euglobuline I, est aisément soluble dans 1’eau_ physio- 
logique Aa température ordinaire, l’euglobuline précipite dans ces 
solutions aprés refroidissement a + 4°. On peut concevoir que ce 
protéide, particuli¢rement insoluble 4 froid, se fixe sur les suspensions 
inertes et les agglomére lors du refroidissement. 


ConcLusion. — Cet ensemble de faits apparemment disparates souligne 
tout lVintérét d’une étude approfondie de |l’Euglobuline I, de Sandor. 
Si on ajoute que l’isolement de ]’Kuglobuline I, n’est que le premier 
temps de 1’établissement de la Fiche Réticulo-Endothéliale décrite 
par Sandor [3], et que la fiche tout entiére donne des renseignements 
précieux sur le systeme euglobulinique du sérum, il apparait qu’une 
révision de nos conceptions sur ces différentes réactions s’impose, en 
méme temps qu’apparait nécessaire en biologie clinique la pratique du 
dosage de 1’Euglobuline I,, entité physico-chimique et physio-patho- 
logique nettement définie. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Signification de la présence paradoxale d’une catalase chez 
certains anaérobies stricts, par A.-R. Prévor et H. THouvenor. 


Formation de toxine tétanique par des suspensions de corps 
microbiens, par M. Raynaup, R. Saissac, A. Turpin et M. Rovyer. 


Nouvelles recherches sur la restauration induite par la cata- 
lase chez des bactéries irradiées, par B. Mieric et P. Morenne. 


Variations de la sensibilité de « Mycobacterium tubercu- 
losis » aux antibiotiques en milieux de culture liquides, par 
P. J. Coxertsos. 


Sur le pouvoir fixateur de l’azote atmosphérique des terres 
des régions tropicales, par J. Kaurrmann, P. Toussainr et 
MYe G. BoQuen. 


Etude des facteurs déterminant le développement de la phase 
levure de « Sporotrichum schenki », par E. Drovuner et 
F, Mariat. 


Histoplasmose expérimentale chez le hamster, par E. Drouser 
et G. SEGRETAIN. 


Action des rayons ultraviolets sur le pouvoir hémagglutinant 
et le pouvoir infectieux du virus de Newcastle, par P. Ara- 
nasiu et M¥e M. C. Souro PATuLera. 


Evolution actuelle des types de résistance aux antibiotiques 


chez les staphylocoques pathogénes, par Y. Cuasserr et 
G, TERRIAL. 


Les « Borrelia duttoni » devenus résistants aux anticorps 
spirillicides se révélent-ils réfractaires aux immobilisines 
de Nelson et Mayer ? par C. Levapit1, A. Vaisman et A. HAMeELin. 


Résistance antituberculeuse sans allergie conférée aux ani- 
maux de laboratoire par l’antigéne méthylique. Etude de 
sa durée et de l’action préventive de ce produit associée a 
celle du BCG, par L. Niere. 


Précisions sur la méthode d’étude et de mesure du conflit 
cellules-microorganismes, par L. Ducnon. 


Etudes sur les formes rugueuses des Salmonelles, par 
M™s §. Becuin et J. GRABAR. 
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Essais comparatifs sur la virulence pour « Bombyx mori» L 
de divers bacilles entomophytes, par C. Toumanorr et GC. Vaco. 


Les types réactionnels des souches vis-a-vis des phages et 
leurs variantes, par R. Wauzt. 


Les réactivités des souches bactériennes vis-a-vis des phages. 
Méthodes d’évaluation, par R. Want. 


Les anémies hémolytiques expérimentales chez les Ovidés, 
par A. Eyaguem, P. Mritxor et J. Rosin. 


Contribution a l’étude des anticorps décelés 4 l’aide de glo- 
bules rouges traités par un enzyme protéolytique, par 
P. Rueereri et A. EyQuem. 


L’élimination urinaire de quelques protéides chez le lapin et 
ses relations avec leur antigénicité, par C. La Preste et 
P. GRABAR. 


Etude au microscope électronique de l’hémagglutination pro- 
voquée par la vaccine, par J. Vieucnancr et J. Gruntini. 


LIVRE REQU 


H. Selye. — The story of the adaptation syndrome. Acta Inc. Medical 
Publishers, Montréal, Canada. Prix: dollars: 4,50. 


L’auteur a réuni dans ce livre une série de conférences dans lesquelles 
il expose comment il est arrivé 4 la notion de syndrome général d’adap- 
tation et résume les travaux et les recherches qui l’ont amené 4 accorder 
4a ce syndrome une telle importance en médecine clinique. 

Tous les agents qui agissent sur l’organisme exercent une double 
action : une action spécifique et une action non spécifique, le « stress » 
(mot anglais qui a di étre adopté dans les autres langues, aucune tra- 
duction exacte ne pouvant en étre donnée). La réaction non spécifique 
de l’organisme se manifeste par une « réaction d’alarme », laquelle 
aboutit A un stade de résistance, l’animal s’adaptant a l’agent nocif, 
ou, a un stade d’épuisement, l’animal devenant incapable de résister. 
Ce syndrome a été appelé « général » parce qu’il est produit par les 
agents qui provoquent un état général de « stress » (« stressors »), et 
« d’adaptation » parce qu’il contribue a l’acquisition et au maintien 
d’une certaine accoutumance: c’est bien un « syndrome », puisque 
toutes ses manifestations individuelles sont coordonnées et interdépen- 
dantes. Le mécanisme de la production de ce syndrome est le suivant : le 
« stressor » agit (par une voie qui n’a pas encore été déterminée, mais 
qui pourrait bien étre le systeme nerveux) sur l’hypophyse, entrainant 
une sécrétion d’ACTH et d’hormone somatotrophe (hormone de crois- 
sance). L’ACTH provoque la sécrétion par les cortico-surrénales de 
deux hormones, l’une phlogistique (analogue a l’acétate de désoxycor- 
ticostérone) favorisant l’inflammation, l’autre antiphlogistique (corti- 
sone) empéchant l’inflammation. Les facteurs conditionnants (terrain) 
qui sont différents pour chaque individu, modifient cette réaction et 
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expliquent la variété de ses manifestations. Ces hormones d’adaptation 
agissent sur le rein, le systeme cardio-vasculaire, les articulations, le 
tissu conjonctif. Ces manifestations du « stress » ressemblent a certaines 
maladies spontanées de homme. Ainsi une maladie bien caractérisée, 
le rhumatisme articulaire par exemple, avec toutes ses manifestations 
cardio-vasculaires et arthritiques, pourrait ne pas avoir de cause 
spécifique, c’est-a-dire ne pas étre provoquée toujours par le méme 
microbe ou le méme allergéne. Effectivement d’ailleurs, des expériences 
avaient montré A l’auteur que des injections massives d’acétate de 
désoxycorticostérone reproduisent chez le lapin tous les symptémes du 
rhumatisme articulaire. 

Une action directe du « stressor » qui ne semble pas passer par 
V’intermédiaire de l’hypophyse ni des surrénales, est l’ulcére d’estomac, 
dont le mécanisme demeure inexpliqué. 

Le réle du rein a été spécialement étudié. On connait depuis les 
travaux de Goldblatt le rédle de cet organe dans l’hypertension artérielle 
et on a supposé que son action s’exercait par l’intermédiaire d’une sub- 
stance hypertensive ; mais l’expérience directe sur le rein n’a jamais pu 
étre effectuée, puisqu’il est impossible de pratiquer une ‘néphrectomie 
double. L’auteur a réalisé un « rein endocrine » par une technique 
ingénieuse qu’il décrit et qui lui a permis de supprimer complétement 
la fonction urinaire, ne laissant subsister que la seule fonction hor- 
monale. Il a pu ainsi déterminer le lieu de production de l’hormone 
hypertensive et monirer, d’autre part, que l’hypertension produite par 
le rein endocrine ressemble d’une fagon frappante a celle provoquée par 
le rein soumis & l’actiou des hormones hypophysaires et surrénales. 

Ces différents travaux se sont trouvés confirmés quand, en 1949, 
Hench et coll. commencérent a traiter certaines maladies par la corti- 
sone et 1 ACTH et obtinrent des résultats favorables dans le rhumatisme 
articulaire et diverses affections inflammatoires. Pour Selye l’action de 
ces hormones s’expliquerait par le fait que l’agent pathogéne, microbe 
ou allergéne, qui provoque toutes ces maladies ne cause pas par lui- 
méme de lésions tissulaires importantes, mais stimule une réaction de 
défense inflammatoire excessive qui constitue pour le malade la prin- 
cipale manifestation de sa maladie. 

Enfin il faut ajouter que les effets d’un excés d’hormones d’adaptation 
ne se font trés souvent sentir que longtemps aprés qu’elles ont cessé 
d’agir et que les manifestations pathologiques apparaissent alors qu’il 
n’est plus possible de retrouver ces hormones dans le sang ni dans 
Vurine. 

Plusieurs planches illustrent de fagon frappante les résultats obtenus 
sur l’animal. I] suffit, par exemple, d’immobiliser un _ rat pendant 
vingt-quatre heures sur une planche pour faire apparaitre chez cet 
animal des ulcéres d’estomac, accompagnés des trois symptémes de la 
réaction d’alarme : hyperémie des surrénales, atrophie-du thymus et 
des ganglions lymphatiques. Des graphiques, trés nombreux et trés 
clairs, rendent immédiatement sensibles tous les 


mécanismes que 
l’auteur invoque pour justifier ses interprétations. 


1s Nae be 


Le Gérant : G. Masson. 
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